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Uber einen Fall von tierischer Ochronose 
und Beitrige zur experimentellen Porphyrie.'; 
Von 

Hermann Fink. ° 


(Aus der Wissenschaftlichen Station fir Brauerei in MOnchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, Marz 1931.) 


Als Ochronose der Schlachttiere bezeichnet man meistens eine 
der kongenitalen menschlichen Porphyrie ahnliche Erkrankung der 
Schlachttiere (Rind, Schwein), als deren augenfalligstes Symptom das 
Auftreten von rotbraunen bis schwarzbraunen Farbstoffen in den 
Knochen des befallenen Tieres zu betrachten ist. Bemerkenswert 
erscheint, daB die Knochenochronose der Tiere intra vitam in den 
meisten Fallen nicht erkennbar ist und bei anscheinend vollstandig 
gesunden Tieren zufallig beim Schlachten gefunden wird. ‘Tier- 
ochronosen sind von einer Reihe von Autoren beschrieben worden. 
Auf diese Arbeiten, deren Schwerpunkt vor allem in einer ein- 
gehenden morphologischen und pathologischen Untersuchung der 
einzelnen Organe liegt, soll an dieser Stelle nicht in die Details 
eingegangen werden; ich werde auf sie weiter unten nochmals 
zuruckkommen, soweit in ihnen von der Natur der Pigmente 
die Rede ist. 

Hervorzuheben ist vor allem der Satz Schmeys, ,,daB bei 
allen Beobachtungen von Tierochronose, die bisher zur Unter- 
suchung gelangten, am Skelettsystem ganz ausschlieBlich immer 
nur die Knochen, aber niemals andere eile (Knorpel) erkrankten*. 

Fiir uns war aber besonders die chemische Natur der die 
Knochen farbenden Pigmente von Interesse, iiber deren Zugehorig- 
keit zu den verschiedenen Farbstoffklassen die Ansichten lange 
Zeit sehr auseinandergingen. Auch iber die Art der Farbstoff- 
ablagerung in den einzelnen Organen waren Aufschliisse erwiinscht. 


1) Wie durch neuere Untersuchungen festgestellt ist, hat die tierische 
Ochronose, auch Osteohimochromatose genannt, mit der gleichnamigen 
Menschenerkrankung nur den Namen gemeinsam. Die bei der humanen 
Ochronose pathologisch auftretenden Pigmente gehéren in die Gruppe der 
Melanine. 
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Was die Natur der beobachteten Pigmente betrifft, so hat sich die Dis- 
kussion dabei hauptsachlich um die Frage gedreht, ob hier ahnlich wie bei 
der menschlichen Ochronose Melaninbildung vorliege, oder ob ein Derivat des 
Blutfarbstoffs, also eine Art von Hamochromatose in Frage komme. Endlich 
ist auch die Vermutung aufgetaucht, ob vielleicht eine Pigmentbildung aus 
dem Farbstoff des vegetabilischen Futters zugrunde liege. Wahrend Mosel- 
mann und Hebrant!) in dem Pigment mit Sicherheit eine Melaninbildung 
sehen, glaubt Ingier?), daB auBer Melanin auch ein Spaltprodukt des Chloro- 
phylls in Frage komme. Diese letztere Ansicht, die sich auf die nahe chemische 
Verwandtschaft von Chlorophyll und Blutfarbstoff griindete, konnte abgetan 
werden, da die Tierochronose von Colberg*) an einem neugeborenen, 3 Tage 
alten Kalb beobachtet worden ist, bei dem die Leber, die Niere und samtliche 
Knochen, ja selbst die Schneidezihne von tiefschwarzbrauner Farbe waren. 
Die Mehrzah!l der Untersuchenden sahen in dem Pigment ein Blutfarbstoff- 
derivat. v. Ball‘) spricht von einem Hamoglobinderivat. Poulsen®) glaubt 
im Knochenmark Hamosiderin, im Knochen Himatoporphyrin angetroffen zu 
haben. Schmey®) denkt ebenfalls an ein Blutfarbstoffderivat. 

Auch die Beobachtungen iiber die chemischen Eigenschaften der 
Pigmente gehen stark auseinander. Moselmann und Hebrant erwahnen, 
daB der Farbstoff in Wasser, Alkohol, Ather und Chloroform unléslich ist, 
daB er sich aber leicht mit HCl und Kalilauge aus den Knochen ausziehen lieB. 
Die Lésung in Kalilauge war braun, sie entfarbte sich jedoch durch Oxydation 
und war eisenhaltig. Poulsen steht auf dem Standpunkt, daB die Verfarbung 
durch zwei verschiedene Pigmente bedingt wird, und zwar im Mark durch 
ein kérniges, gelbbraunes, eisenhaltiges und in der Knochengrundsubstanz 
durch ein diffuses, rotbraunes, nicht eisenhaltiges. Ersteres halt Poulsen fiir 
Hamosiderin. Letzteres lieB sich leicht mit Salpetersiure und Salzsaure, 
dagegen nicht mit Wasser, Alkohol, Ather, Chloroform und Alkalien aus 
Knochen ausziehen. Die Lésung in der Saéure war rotbraun und enthielt kein 
Eisen. Ingier fand im ersten Falle mikrochemisch eine positive Eisen- 
reaktion, wahrend im zweiten frisch untersuchten Falle weder das Pigment 
der Knochensubstanz noch das des Knochenmarks eine Eisenreaktion gab. 
Die Untersuchungen von Schmey ergaben, da8 das Pigment weder vor noch 
nach dem Entkalken in einem organischen Lésungsmittel (Alkohol, Ather, 
Petrolather, héher und niedrig siedendem Ligroin) léslich war. Auch Mineral- 
sauren waren wirkungslos; schwerléslich war es in Natronlauge und Kalilauge. 
Dagegen konnte es in Lésung gebracht werden beim Behandeln mit ,,suspen- 
diertem 

Auch aus der neben der chemischen Untersuchung angewandten spektro- 
chemischen Prifung kann man wenig Eindeutiges tiber die Natur der 
Farbstoffe schlieBen. Dazu sind die Angaben der genannten Autoren iiber die 
spektrale Absorption der Farbstoffextrakte zu ungenau. So hatten Mosel- 


1) Ann. de médic. vétér. 47, 201 (1898). 

*) Zieglers Beitr. z. path. Anatomie u. z. allg. Patholog. 25, 199 (1911). 

3) Verwaltungsber. f. d. stadt. Schlacht- und Viehhof in Magdeburg S. 34 
(1901, 1902 u. 1908). 

4) Journ. de méd. vétér. et de zootechnic 1900, S. 145. 

5) Zieglers Beitr. z. path. Anatomie 1910. 

6) Frankfurter Z. f. Pathologie 12, 232 (1913). 
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mann und Hebrant das beobachtete Spektrum fiir das eines Melanins an- 
gesehen, wahrend Poulsen, Tappeiner, Ingier und neuerdings Deseé') 
darin iibereinstimmen, da es sich bei ihren Fallen um das Spektrum des 
Hamatoporphyrins handle. Boruttau endlich, der den von Schmey unter- 
suchten Fall chemisch und spektrochemisch bearbeitete, spricht von einem 
Spektralbild, das dem des sauren Himatins sehr ahnlich war. 

Jedenfalls waren ein oder mehrere Derivate des Blutfarbstoffs sicher- 
gestellt, Melanin dagegen ausgeschlossen. Die erstere Tatsache war auch noch 
durch das massenhafte Auftreten von Erythroblasten im frisch ausgepreBten 
Mark der Rippen gestiitzt. 

Dies leitet zu der Frage iiber, wie sich die Pigmente auf die Elemente 
des Knochens verteilen, ferner wie sie in den tibrigen Organen lokalisiert sind, 
besonders in denen, wo die Zerfallsprodukte der roten Blutkérperchen ab- 
velagert werden (Leber, Milz, Knochenmark usw.). Hieriiber hat schon 
Fikentscher?) in dem von ihm veréffentlichten Teil unserer gemeinsamen 
Arbeit berichtet. Seine diesbeziiglichen Befunde, wie auch die Angaben der 
Literatur, wie z. B. die Untersuchungen von G. Schmor!l*), sind in seiner 
Abhandlung erwahnt. 

Schmey hat dann noch auf einen wichtigen Punkt hingewiesen, namlich 
auf die bei allen bisher untersuchten Fallen von Ochronose beobachtete Tat- 
sache, ,,daB am Skelettsystem ganz ausschlieBlich immer nur die Knochen 
und niemals andere Teile (Knorpel) erkrankten’*. Er erklirt das mit der 
Neigung der Knochensubstanz, die namentlich bei jugendlichen Individuen 
ausgeprigt ist, eisenhaltige Atomkomplexe, wie sie bei den untersuchten 
Ochronosetieren durch dauernden Zerfall von roten Blutkérperchen entstehen, 
an sich zu ziehen und sich damit zu pigmentieren. 

Eine Stiitze fiir seine Auffassung sieht Schmey in einem von Giinther* ) 
beschriebenen Fall von Hamatoporphyrie beim Menschen. Auch hier war 
der chronische Zerfall von roten Blutkérperchen sicher (daneben fiel allerdings 
der mehr oder minder rot bis schwarz gefirbte Harn auf). Das Hauptverdienst 
Schmeys bestand nun darin, die Ochronose der Tiere zur Hamatoporphyrie 
des Menschen in Parallele gesetzt zu haben. Er schlagt am Ende seiner Arbeit 
vor, den Namen Ochronose fiir die Tieraffektion fallen zu lassen, da sie mit 
der menschlichen Ochronose nichts zu tun hatte, und ibn durch die Bezeich- 
nung Osteohaimochromatose zu ersetzen. 


Ein neuer Fall von tierischer Ochronose, der aus dem Veterinir- 
pathologischen Institut der Universitat Leipzig stammte, bot die 
Moglichkeit, einige chemische und spektrochemische Studien tiber 
das Knochenpigment anzustellen. Ich méchte Herrn Geheimrat 
Professor Dr. M. Borst, Direktor des hiesigen Pathologischen 
Instituts, meinen besten Dank fiir die freundliche Uberlassung 
des Versuchsmaterials aussprechen. Die Untersuchung des vor- 
hiegenden Falles nach einer Beziehung zur Porphyrie ist gleich- 


1) Biochem. Z. 149, 191 (1924). 
*) Virchows Arch. f. path. Anatomie 279, 731 (1931). 
*) Virchows Arch. f. path. Anatomie 275, 13 (1930). 
*) Deutsches Arch. f. klin. Medizin 61, H. 1/2. 
13° 
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zeitig von Herrn Dr. R. Fikentscher am genannten Institut 
ausgefiihrt worden. 

Nach den Angaben handelte es sich um eine sogenannte Tier- 
ochronose. Die Praparate stammen von einem sonst normalen 
Sechlachtrind, iber dessen klinischen Befund nichts bekannt wurde. 
Leider stand fiir unsere gemeinsame Untersuchung nur ein 
Teil einer Niere und ein Stiick eines Rippenknochens und eines 
Wirbels zur Verfiigung. Mit den wenigen Organproben dieses 
einen Falles konnte natirlich kein Gesamtbild tiber die Farbstoff- 
verteilung bei der Ochronose entworfen werden, wie das fiir die 
menschliche Porphyrie durch Untersuchung des Falles Petry durch 
H. Fischer!) und Mitarbeiter geschehen ist. R. Fikentscher?) 
hat die Resultate seiner Studien vor kurzem ver6ffentlicht. Es 
ertibrigt sich also, dieselben hier nochmals zu besprechen. Das 
wichtigste Ergebnis seiner Arbeit sieht er in der Tatsache, dab 
mit der von Borst-K6nigsdérffer*®) ausgearbeiteten Methode 
Porphyrin um Gewebsschnitt selbst, hier erstmals im Ochronose- 
knochen, durch Fluorescenzmikroskopie nachgewiesen werden 
konnte. Damit ist die in der Literatur viel diskutierte Frage, 
ob das Porphyrin in freiem Zustand in den Ochronoseknochen 
enthalten ist, oder ob es erst bei der Extraktion unter dem 
KinfluB der chemischen Agenzien aus vorhandenem Blutfarbstoff 
gebildet wird, zugunsten der ersten Auffassung entschieden worden. 

Nach dem im unbehandelten Knochenschliff genuines Por- 
phyrin festgestellt war, gingen wir als nachstes Ziel die Isolie- 
rung des Farbstoffs mit chemischen Methoden an. In Anbetracht 
der geringen Menge von Knochen, die noch obendrein éuBerst 
schwache Fluorescenz zeigten, war die Aussicht auf die Darstel- 
lung des Porphyrins in krystallisiertem Zustand nur eine geringe. 

Wir muBten unser Ziel kiirzer stecken und machten uns 
zunichst zur Aufgabe, wenigstens auf spektrochemischem Wege 
AufschluB iiber die Frage zu erhalten, welches Porphyrin vorliege. 
Den nebenbei beobachteten Begleitfarbstoffen mit haminahnlichen 
Spektren konnte deshalb nur wenig Augenmerk geschenkt werden. 


Die Angaben der Literatur, daB das im Ochronose-Knochen vorhandene 
Porphyrin Hamatoporphyrin sei, erschienen uns weder chemisch noch spek- 
trochemisch gestiitzt genug. Sie stammen meist aus einer Zeit, die der 
durch H. Fischer eingeleiteten Epoche der raschen Entwicklung der 


1) Diese Z. 150, 44 (1925). 
2) a. a. O. 
3) M. Borst u. H. Koénigsdoérffer, Untersuchungen tiber Porphyriec. 


Leipzig, S. Hirzel, 1929. 
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Chemie der natiirlichen Porphyrine vorausging, aus einer Zeit, in der man 
im Organismus aufgefundene Farbstoffe, die an der charakteristischen 
Spektralreaktion als Porphyrin erkannt worden sind, als Himatoporphyrin 
anzusprechen pflegte. Aber auch noch lange nach der von H. Fischer’) 
durchgefiihrten Reindarstellung des Uroporphyrins und Koproporphyrins 
aus dem Harn und des Koproporphyrins aus dem Kot des Porphyrin- 
patienten Petry, findet man in der Literatur, namentlich in der medi- 
zinischen haufig Angaben tiber die Beobachtung von Himatoporphyrin, ohne 
daB der Beweis dafiir durch Isolierung und chemische Kennzeichnung des 
betreffenden Farbstoffs erbracht worden ware. Die chemische Untersuchung 
der Leiche Petrys durch H. Fischer?) und Mitarbeiter hat ergeben, daB auBer 
dem normalen Blutfarbstoff nur Uroporphyrin und Koproporphyrin, nie aber 
freies Hamatoporphyrin angetroffen worden ist. 

Es sollen aus dieser wichtigen Arbeit hier nur die Befunde an denjenigen 
Organen erwahnt werden, die uns bei der Bearbeitung des vorliegenden Falles 
von Ochronose zur Verfiigung standen. In den Knochen konnte Uroporphyrin 
nachgewiesen und durch Elementaranalyse identifiziert werden. Der Ester 
schmolz bei 250°. Das Knochenmark enthielt etwas mehr Koproporphyrin 
als Uroporphyrin. Aus der Niere sind Koproporphyrinester und 2,5 g reiner 
Uroporphyrinester (vom Schmelzp. 285°) isoliert worden. 

Nachdem also durch H. Fischers Arbeiten die Natur der 
Pigmente bei der menschlichen Porphyrie aufgeklirt worden war, 
<chien es von groBem Interesse, auch bei der tierischen Ochronose 
festzustellen, welche Farbstoffe tatsichlich die intensive Farbung 
der Organe verursachen. 

In der Niere des vorliegenden Falles konnte weder mit der 
Kisessigithermethode, noch nach dem Extrahieren mit Bicarbonat 
oder Pyridin Porphyrin nachgewiesen werden. Das Knochenmark 
enthielt Spuren von Porphyrin, dessen Natur allerdings nicht 
eindeutig erkannt werden konnte. 

Wabrscheinlich handelt es sich um Uroporphyrin, das, wie unten er- 
wahnt wird, in reichlicher Menge in den Knochen sowohl in Rippe wie 
Wirbel enthalten war. Da aber bei der Entfernung des Marks aus den 
Siebknochen nicht zu vermeiden war, da Knochenpartikelchen mit in das 
Mark gelangten, diirfte das Auftreten von Porphyrinspuren, die kaum mehr 
zu einem Absorptionsspektrum ausreichten, im Knochenmark erklart sein. 


Das Knochenmark selbst diirfte porphyrinfrei gewesen sein. Dafiir sprach 
auch das Ergebnis der Untersuchung am Fluorescenzmikroskop. 


Die Knochen wurden, nachdem die ergebnislose Extraktion 
mit Eisessig-Ather auf das Fehlen von atherlislichem Porphyrin 
hingedeutet hatte, mit verdiinnter Salzsiure extrahiert, die Hx- 
trakte nach dem Eindampfen im Vakuum mit Methylalkohol- 


1) Diese Z. 95, 34; 96, 148 (1915). 
*) Diese Z. a. a, ©. 
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Schwefelsiiure behandelt und der Porphyrinester in Chloroform 
getrieben. 

Durch dreifachen spektroskopischen Vergleich konnte die 
Identitiit des aus den Knochen erhaltenen Porphyrins mit Uro- 
porphyrin erwiesen werden. Die wibereinander projizierten Spektren 
stimmten dabei mit denen der reinen Praparate vollstandig berein. 
Dagegen waren die Spektren deutlich von denen des Himato- 


porphyrins verschieden. 

Den Weg, die fir die Porphyrie charakteristische Farbstoff- 
ablagerung im Knochen kinstlich beim Tier zu erzeugen, hat 
zuerst Eugen Frinkel?) beschritten. Frinkel spritzte das aus 
dem Harn des Porphyrinkranken Petry gewonnene rohe Porphyrin- 
gemisch, gelést in verdiinnter Sodalésung, den Versuchstieren 
subkutan ein. Wiahrend bei ausgewachsenen Tieren, abgesehen 
von einer leichten Verfirbung der Ziihne, keine Firbung des 
knéchernen Skeletts erzielt werden konnte, waren die Knochen 
aller jungen Versuchstiere, je nach der Haufigkeit der Injektionen, 
mehr oder minder tiefbraunrot gefirbt, der Knorpel bleb  voll- 
kommen ungefirbt. Dentin und Zement der Ziaihne wiesen eine 
stark braunrote bis kirschrote Farbung auf. Die spezifische Farbe- 
tendenz gerade zum wachsenden Knochen ging noch deutlicher 
aus der ‘latsache hervor, daB bel ausgewachsenen Tieren, deren 
Ober- und Unterschenkel gebrochen worden war, die Porphyrin- 
ablagerung gerade an der Stelle der verwachsenden Fraktur (Callus) 
zu beobachten war. 

Derartige Injektionsversuche wurden dann von Hans 
Fischer?) und in gréBerem Umfange von Hans Konigs- 
dérffer*) mit reinen Porphyrinen ausgefiihrt. Koénigsdoérffer 
injizierte weiBen Mausen und Meerschweinchen, jungen wie alten 
teils natiirliche (Kopro-, Uro-, Ooporphyrin), teils kinstliche 
Porphyrine (Hamatoporphyrin, Mesoporphyrin). Seine Resultate 
stimmten mit denen von Frankel und H. Fischer twberein. Es 
trat aber nur nach der Einspritzung von Uroporphyrin Farbstoff- 
ablagerung im knéchernen Skelett und in den Zahnen bei jungen 
Tieren auf. Die Kinspritzung mit den anderen natiirlichen wie 
kiinstlichen Porphyrinen fiihrte zu keinem positiven Resultat. 


1) Virchows Arch. f. path. Anatomie 248, 125 (1924). 

*) Diese Z. 150, 44 (1925). 

5) M. Borst u. H. Kénigsdérfer, Untersuchungen tiber Porphyrine. 
Leipzig, S. Hirzel, 1928. 
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Vor kurzem hat nun H. Hammer!) iiber Injektionsversuche 
mit Hiamatoporphyrin (aus Rinderblut nach Willstiatter dar- 
gestellt) an jungen Ratten, Meerschweinchen, Kaninchen und 
Hunden berichtet, bei denen, im Gegensatz zu den Befunden von 
Konigsdoérffer, das Aufziehen des Farbstoffs erreicht werden 
konnte. Das kiinstliche Himatoporphyrin verhielt sich gegeniiber 
dem Uroporphyrin nur insofern verschieden, daB die Skelett- 
porphyrose erst nach mehrmaligem Einspritzen eintrat. Im Patho- 
logischen Institut der Universitit Miinchen (Geheimrat Borst) 
wurden gemeinsam mit R. Fikentscher neuerdings Injektions- 
versuche mit verschiedenen Porphyrinen an wachsenden Siiuge- 
tieren ausgefiihrt. Wir werden iiber die Arbeiten gemeinsam aus- 
fiihrlich an anderer Stelle berichten. Es interessierte uns einmal 
die Frage, wie sich verschiedene Porphyrine in bezug auf ihre 
Affinitiét tierischen Organen, insbesondere zum Knochen- 
system, verhalten. Daran schloB sich eine von Fikentscher und 
Emminger in Angriff genommene Untersuchung, welche Rolle 
das Porphyrin in den einzelnen Zonen des wachsenden Knochen 
spielt. Es handelt sich dabei vor allem um die Frage, ob das 
Porphyrin in diesen Zonen nur im verkalkten Zwischengewebe 
oder auch in den Gebieten der provisorischen Verkalkung (ver- 
kalkte Knorpelzonen) sich befindet. Als Versuchstiere dienten 
Meerschweinchen, Hunde und Kaninchen. Die verwendeten natiir- 
lichen und kiinstlichen Porphyrine (Uroporphyrin, Isouroporphyrin, 
Koproporphyrin, Hamatoporphyrin und Deuteroporphyrin), die 
wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn Geheimrat Hans Fischer 
verdanken, verhielten sich in bezug auf die Leichtigkeit ihres Auf- 
ziehens auf die Skelettsubstanz sehr verschieden. Die Art und 
Weise der lokalen Ablagerung im Knochenskelett war aber, wie 
die Sektion der Tiere und Untersuchung im ultravioletten Licht 
ergab, bei aufziehenden Porphyrinen recht ahnlich und im wesent- 
lichen iibereinstimmend mit den Angaben von H. Kénigsdorffer. 

Hier soll nur ganz kurz auf die wesentlichsten Resultate ein- 
cegangen werden. 

Spielend leicht lieB sich die Anfairbung des knéchernen Ske- 
letts mit Isouroporphyrin erreichen. Selbst bei der sehr niedrigen 
Dosis von 0,1—1,0°/,igen Isouroporphyrin pro Tag in 1 °/jiger 
Natriumearbonatlésung trat bei wachsenden Meerschweinchen 
schon nach Injektion von insgesamt 0,3 mg rosarote und von 


') Virchows Arch. f. path. Anatomie 277, 159 (1930). 
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1,4 mg rote Fluorescenz der unteren Nagezihne auf. Nach Ver- 
abreichung von 12,8 mg waren die Zihne am Tageslicht leicht 
rotlich und nach 23,2 mg schon rotbraun gefairbt. Bei einem 
Kontrolltier vom gleichen Wurf blieben die erwahnten Fest- 
stellungen aus. Ahnlich verlief ein Versuch mit einem wachsenden 
Kaninchen. Auch bei einem Hund, der nach 15,6 mg Isouro- 
porphyrin getétet worden war, konnte am Skelett starke Rot- 
fluorescenz beobachtet werden. Durch dieses giinstige Resultat 
erwies sich das Isouroporphyrin in unseren Versuchen sogar dem 
Uroporphyrin gegeniiber wherlegen. 

Das leichte Aufziehen von Iso-Uroporphyrin ist schon von 
Fischer und Heisel?) festgestellt worden. Allerdings betrugen 
die Dosen hier pro Meerschweinchen und (pro Tag) 10—15 mg; 
sie waren somit betrichtlich héher als in unseren Versuchen. 

Koproporphyrin und Himatoporphyrin standen in ihrem 
Farbevermégen weit hinter den Uroporphyrinen zuriick, zeigten aber 
nach unseren bisherigen Versuchen unter sich nur geringe Unter- 
schiede. Koproporphyrin hatte bei einem Meerschweinchen?) nach 
Verabreichung von insgesamt 4 mg Farbstoff rosarote Fluorescenz 
der unteren Nagezihne hervorgerufen, die deutlich stirker war 
als beim Kontrolltier. Demgegeniiber trat beim Hiaimatoporphyrin 
erst nach Injektion von insgesamt 7,5 mg Farbstoff leichte rosa- 
rote Fluorescenz der unteren Nageziihne des wachsenden Meer- 
schweinchens auf. 

An letzter Stelle stand das Deuteroporphyrin, das nach 
49 Injektionen von insgesamt 32,5 mg keinerlei Fluorescenz oder 
Farbung hervorrief. Nach einem Monat stellten sich deutliche 
Wachstumshemmungen ein. 

Unsere Versuche sind aber noch nicht ganz abgeschlossen. 

Es fehlen noch einige wichtige Befunde am Skelett der Ver- 
suchstiere nach der Sektion. 

Im Vergleich zu den oben genannten Autoren haben wir die 
Dosen an Farbstoff absichtlich sehr niedrig gehalten, sie whber- 
schritten nur selten 1 mg pro Tag, lagen meistens betrachtlich 
darunter, das ist also nur etwa !/,, der Dosen, welche bisher ver- 
wendet worden sind. Dadurch wurden die schweren toxischen 
Schidigungen vermieden, wie sie bei den hohen Gaben bisweilen zu 


1) Liebigs Ann. 487, 101 (1927). 

2) Anmerkung bei der Korrektur: Merkwiirdigerweise war Cie 
‘Fluorescenz der Nagezihne bei diesem Tier nach weiteren 40 Tagen nach 
Verabreichung von insgesamt 38 mg Koproporphyrin wieder verschwunden. 
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verzeichnen waren. Forderlich hat vielleicht auch gewirkt, daB 
wir unsere Injektionsfarblésungen alle sterilisierten. Wochenlang 
gediehen die Tiere gleich gut wie die Kontrolltiere, erst dann 
machten sich am Wachstum Hemmungen geltend, die ‘Tiere 
blieben aber lebend und munter. Einzelne Porphyrintiere gediehen 
sogar besser als die Vergleichstiere. Alle befanden sich im diffusen 
‘Tageslicht. Sensibilisierungsversuche wurden nicht ausgefihrt. 

Fiir alle Versuchstiere waren Kontrolltiere vorhanden, einer- 
seits um das Wachstum vergleichen zu kénnen, andererseits, um 
den Vergleich zur physiologischen Porphyrie der neugeborenen 
und der ganz jungen Tiere zu haben. (Bei Meerschweinchen un- 
gefahr in den ersten 10 Tagen zeigen die Zaihne Rosafluorescenz 
im ultravioletten Licht.) 

Es macht den Eindruck, als ob die Ausnutzung der Farbstoffe 
durch das Tier bei niedriger Konzentration der Spritzlésung eine 
bessere sei. Bilanzversuche, wie sich die dem ‘Tier insgesamt ein- 
verleibte Porphyrinmenge auf knoéchernes Skelett und andere 
Organe und Exkrete verteilt, beabsichtigen wir durchzufiihren, 
und zwar sollen dabei einerseits aus den einzelnen Organen, anderer- 
seits aus den Exkrementen eines Tieres die Porphyrine wieder 
quantitativ extrahiert werden und der Farbstoffgehalt der Extrakte 
durch kolorimetrischen Vergleich ermittelt werden nach den von 
uns?) friher bei Adsorptionsversuchen an Hefe benutzten Methoden. 

Nicht ganz einfach ist es, einen Grund fiir das ganz verschieden 
Jeichte Aufziehen der einzelnen Porphyrine an den Knochen an- 
zugeben. Zur Entwicklung einer Theorie sind die Versuche mit 
nur 5 Porphyrinen noch zu wenig. Unsere erste, auf die giinstigen 
Resultate mit dem Isouroporphyrin hin, gefaBte Meinung muBten 
wir wieder fallen lassen. Wir glaubten niéimlich, daB die relativ 
groBe Wasserloéslichkeit des Isouroporphyrins eine raschere Diffu- 
sion an die Stellen der Ablagerung ermégliche. Da aber das 
natiirliche Uroporphyrin, das viel weniger léslich als das Isouro- 
porphyrin und so schwer léslich wie Koproporphyrin ist, fast 
ebenso rasch nach der Einspritzung nachzuweisen ist, konnte 
diese Ansicht nicht aufrecht erhalten bleiben. Es miissen schon 
spezielle chemische Konstitutionsverhiltnisse sein, die die Be- 
gimstigung der héchstcarboxylierten Porphyrine zur Ursache 
haben und die eine gréBere Affinitit zu jenen noch unbekannten 
Substanzen bedingen, welche an der Adsorption des Porphyrins 


1) Biochem. Z. 211, 65 (1929). 
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in den Knochen beteiligt sind. Speziell die vielen Carboxylgruppen 
(Uroporphyrine, 8COOH-Gruppen) miissen das leichte Aufziehen be- 
dingen. Diese Annahme ist schon von H. Fischer?) gemacht worden. 

Um zu einer eindeutigen Beziehung zwischen Konstitution 
und Knochenanfirbevermégen zu gelangen, sind noch weitere 
Versuche beabsichtigt, nicht nur mit einer gréBeren Auswahl von 
Porphyrinen, sondern auch unter streng vergleichbarer Versuchs- 
anordnung. Es miiBten wachsende Tiere, die von ein und dem- 
selben Wurf stammen, gleichzeitig und mit ganz gleichen Dosen 
der einzelnen Porphyrine gespritzt werden. Das konnten wir bei 
unseren Versuchen bisher nur zum Teil durchfiihren. 

Auch das physikalisch-chemische Verhalten der Porphyrine, 
ihre Siurezahl, die Lage des isoelektrischen Punktes und nament- 
lich ihr Adsorptionsverhalten bei Anwendung verschiedenartiger 
rein chemischer und physiologisch-chemischer Adsorbentien sind 
mit ihrem Verhalten gegeniiber dem knéchernen Skelett wachsender 
Siiugetiere in Parallele zu setzen. 


Experimenteller Teil. 


Zur Untersuchung mit chemischen Methoden lag nur wenig 
Material vor, und zwar 19g eines Rippenknochens, 23 g eines 
Wirbelknochens mit 5g Knochenmark, sowie ein Stiick einer 
Niere. 

Extraktion der Knochen mit Eisessig-Ather. 


Die Knochen wurden zu feinsten Splittern zerstoBen und 
4 Tage mit Kisessig extrahiert. Der rotbraune Extrakt wurde mit 
Ather im UberschuB versetzt, die Mischung dekantiert, im Scheide- 
trichter mit Wasser entmischt und noch zweimal gewaschen. 

Dabei war zu beobachten, daB bald nach Zugabe des Athers 
die Farbung nachzulassen und das zuvor beobachtete ,,Hamin- 
spektrum zu verschwinden begann. Diese Erscheinung, dab 
Hiimin in eisessighaltiger Atherlésung unter dem Einflu8 von 
Oxydasen rasch zerstért wird, ist schon von H. Fischer und 
Fink?) beobachtet worden bei der Extraktion von Hefen mit 
Hisessig—Ather. 

Der gewaschene Ather wurde nun mit 5°/, Salzsiure aus- 
geschiittelt. Beim Spektroskopieren konnte keine Spur von 


1) Diese Z. 150, a. a. O. 
2) Diese Z. 150, 257 (1925). 
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Porphyrin erkannt werden. Auch die Fluorescenz der Salzsiiure 
war duBerst schwach. 

Der griinlich gefirbte Restither wurde eingedampft und auf 
Porphyrinkomplexsalze spektroskopisch gepriift. Der Befund war 
negativ. 

In den Knochen waren somit keine itherléslichen Porphyrine 
vorhanden. 


Extraktion der Knochen mit Salzsaure. 


Das mit Eisessig erschépfend extrahierte Knochenmaterial 
(Wirbel, Rippe) wurde nun mit 15°/, Salzsiiure tibergossen und 
3 Tage stehen gelassen. Die rotbraun gefirbten Extrakte wurden 
dekantiert im Vakuum zur Trockne eingedampft. Darauf wurde 
mit reichlich schwefelséiurehaltigem, absolutem Methylalkohol ver- 
setzt, so daB mehr H,SO, vorhanden war als zur Ausfillung der 
Kalksalze notwendig war. Es wurde 24 Stunden stehen gelassen 
und dann noch 3/, Stunde am RiickfluBkihler gekocht. Die rot- 
braun gefairbten Extrakte wurden filtriert. Die ausgefillten 
Mineralsalze hatten noch einen Stich ins Braune. Die klaren 
Loésungen wurden verdiinnt und im Scheidetrichter mit Chloro- 
form ausgeschiittelt. Nach Ablassen des ersten Chloroforms wurde 
mit Soda neutralisiert und nochmals mit Chloroform ausgeschittelt. 
Die vereinigten Chloroformausziige fanden zu den folgenden Spek- 
traluntersuchungen Verwendung: 


I. Spektren in Chloroform in 5 em-Schicht. 


a) Wirbel: Sehr deutliches Spektrum. 
I. 629,2—623,6; II. Vorbeschattung von 586,8. . . 575,6—567,0; 


626,4 571,3 
II. 542,1—530,0; IV. 513,7—495,4. 
536,0 504 


Ein weiterer Beobachter (Dr. Treibs) liest ab: 
I. 628,8—623,7; II. 585,0... .574,1—569,2; TIT. 541,1—528,6 ; 
626,2 571,6 534,8 
IV. 513,8—492,9 . 
503,3 


q 


Die Lage der Streifen sprach fir Uroporphyrinester. 
Durch Dariiberprojizieren eines Vergleichsspektrums von reinem 
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Uroporphyrinester konnte die vollkommene Identitét der Spek- 
tren gezeigt werden. 
b) Rippe: Sehr deutliches Spektrum. 


I. 630,0—622,2; II. 586,1.. . . 575,1—567,2; III. 541,3—528,8 
626,1 571,2 535,1 
IV. 513,6—494,3 . 
503,9 


Die Zahlen stimmen sehr gut auf Uroporphyrinester. Auch 
hier war die Streifenlage vollstandig identisch mit einem dariber- 
projizierten Spektrum von reinem Uroester in Chloroform. 


II. Spektren in Chloroform nach dem Schitteln 
mit 25°/, Salzsaure (nach Schumm). 
a) Wirbel: In 5em Schicht sehr deutliches Spektrum. 
I. 610,0—601,5; II. Maximum eines schwachen Streifens bei 584,2. 
605,7 
III. 569,3—563,0 . . . . 553,1. 
566,1 


b) Rippe: 
I. 610,7—601,4; II. Maximum eines schwachen Streifens bei 584,7: 
606,1 
III. 570,6—563,1 . . . . 553,1. 
566,3 

Die Zahlen stimmen sehr gut auf Uroporphyrinester. Die 
Streifenlage war mit einem dariiber projizierten Vergleichspektrum 
von reinem Uroporphyrinoktamethylester vollkommen wberein- 


stimmend. 
Beim Vergleich der Spektren mit denen des Himatoporphyrin- 


esters waren deutliche Verschiebungen in der Streifenlage fest- 
zustellen. 


Ill. Spektren des Kupfersalzes. 


Nach Verdampfen des Chloroforms wurde mit einem Tropfen 
rauchender Salzsiure versetzt, die Séure verdampft und mit 
n/10-KOH aufgenommen. Infolge der haufigen Bertthrung mit 
den Polarimeterréhren war das freie Porphyrin in das Kupfer- 
komplexsalz tibergegangen, dessen Spektrum mit einem Praparat 
von reinem Kupfersalz voilstaéndig tbereinstimmte. 
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Untersuchung der Niere. 


12 g der Niere wurden in der Reibschale zermalmt, mit der 4fachen 
Menge Eisessig digeriert und 5 Tage im Dunkeln stehen gelassen. Hierauf 
wurde mit der 4fachen Menge Ather versetzt und einige Male umgeschiittelt. 
Das Eisessig—Athergemisch wurde dekantiert, im Scheidetrichter entmischt 
und der Ather noch zweimal mit Wasser gewaschen. Nach Ablassen des letzten 
Waschwassers wurde dem Ather eventuell vorhandenes Porphyrin mit 5°/,iger 
Salzsaure entzogen. Weder in Saureextrakt noch in der eingedampften Rest- 
aitherlésung konnte ein Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von atherléslichem 
Porphyrin gefunden werden. 

Die mit Eisessig—Ather extrahierte Nierensubstanz befreiten wir nun im 
Vakuum weitgehend von dem anhaftenden Eisessig und behandelten sie 1 Tag 
mit etwa 30 ccm Pyridin. Der Pyridinauszug war hellgelb gefairbt. Selbst 
in 20cm Schicht konnte kein Porphyrinspektrum wahrgenommen werden. 
In der Niere war somit kein Uroporphyrin vorhanden. 


Untersuchung des Knochenmarks. 


Auch bei der Untersuchung der 5 g Knochenmark verfuhren wir nach 
den Vorschriften H. Fischers. Das Knochenmark stammte nicht aus einem 
R6éhrenknochen, sondern aus einem Siebknochen und war deshalb mit Knochen- 
partikeln untermischt. Die Befunde sind also, was das Vorhandensein oder 
Fehlen von Uroporphyrin im Knochenmark betrifft, nicht ganz stichhaltig. 
Mit Sicherheit konnte dagegen festgestellt werden, daB Koproporphyrin und 
andere atherlésliche Porphyrine nicht vorhanden waren. 

Die 5 g Knochenmark lagen in zerkleinertem Zustande 14 Tage in EKis- 
essig. Die Verarbeitung des Eisessigextrakts geschah, wie tiblich, nach der 
Eisessig—Athermethode. In der 5°/,igen Salzsiure konnte kein Porphyrin- 
spektrum beobachtet werden und im Restither kein Komplexsalzspektrum. 

Die Riickstande von der Extraktion wurden dann nach dem Entfernen 
des Eisessigs noch mit 5°/,iger Bicarbonatlésung ausgezogen und dann noch 
mit Pyridin behandelt. In beiden Fallen war der spektroskopische Nachweis 
von Porphyrin negativ. Auch die Fluorescenzprobe blieb ohne Erfolg. 


Zum Schlu8 méchte ich Herrn Geheimrat Dr. Hans Fischer 
meinen herzlichen Dank aussprechen fiir die Krlaubnis, einige 
spektroskopische Messungen in seinem Institut ausfthren zu 


diirfen. 
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4. Mitteilung. 


Von 
Koozoo Kaziro. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Okayama, Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1931.) 


Aus meiner vorigen Mitteilung!) geht zweifelsfrei hervor, daB 
die Gallensiure der Birengalle, die Ursodesoxycholséure, eine 
cleiche Grundkonstruktur wie die anderen Gallensiuren besitzt 
und eine sekundire Alkoholgruppe der Saéure in 3. Stellung des 
Ringes I liegt. Die Haftstelle einer anderen OH-Gruppe der Saure 
ist noch nicht klar. Teh will mich nun in vorliegender Mitteilung 
uit dieser Frage weiter beschaftigen. 


Die Brenzreaktion hat sich bei den mehrbasischen Sauren als wertvolles, 
entscheidendes Hilfsmittel erwiesen, z. B. bei den Abbauprodukten des Chole- 
sterins oder der Gallensiuren. Um die Stellung der Carboxylgruppen in den 
Dicarbonsiuren, die von dem Cholesterin abgeleitet worden sind, festzustellen, 
haben Windaus und Dalmer?) die Methode von Blanc verwendet. Bei den 
Polycarbonsiuren von Gallensiuren haben Wieland und seine Mitarbeiter 
dieselbe Methode in vielen Fallen angewendet. Sie haben ohne vorherige 
Erhitzung mit Essigsiureanhydrid direkt im Hochvakuum erhitzt und 
destilliert. 

Die Zersetzung von Polycarbonséiuren durch Hitze bei Temperaturen 
iiber 300° ist abhangig von der gegenseitigen Stellung der Carboxylgruppen. 
Bei der 1,3-Stellung zweier Carboxyle wird einfach Kohlendioxyd abgespalten. 
Bei der 1,4- und 1,5-Stellung bildet sich unter Wasserabspaltung ein Saure- 
anhydrid. Bei der 1,6-, 1,7-Stellung, und weniger glatt auch bei der 
1,8-Stellung der Carboxylgruppen, entsteht unter gleichzeitiger Abspaltung 
von Kohlendioxyd und Wasser das um | Kohlenstoffatom armere cyclische 
Keton. 


Windaus und Bohne’) haben im Jahre 1927 die Brenz- 
reaktion auch fiir die Konstitutionsermittelung in der Ketosiure- 


1) K. Kaziro, Diese Z. 185, 150 (1929). 
*) Ber. chem. Ges. 52, 162 (1919). 
3) Liebiys Ann. 442, 7 (1924). 
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gruppe von Gallensdéurederivaten als wertvolles, entscheidendes 
Hilfsmittel festgestellt. Die Bildung von ungesittigtem Lacton 
durch Wasserabspaltung beim Erhitzen bei geniigend hohen 
Temperaturen ist schon lange beziiglich mancher aliphatischen 
Ketoséuren bekannt. Einige Ketosiéuren der Cholesterin- und 
Gallenséurereihe wurden unter Hochvakuumdestillation entweder 
unzersetzt oder zersetzt destilliert. Die zersetzt destillierbaren 
Ketoséuren sind immer die y- oder 6-Ketosiiuren, welche an einem 
der Carbonylgruppe benachbarten Kohlenstoffatom mundestens 
1 Atom Wasserstoff enthalten. Windaus und Bohne sind auf 
Grund der Brenzreaktion der y- oder 6-Ketosiuren mit cyclisch 
gebundener Carbonylgruppe zu dem folgenden, als Regel geltenden 
SchluB gelangt: Wenn die Carbonylgruppe einer Ketosaéure in 
einem hydrierten Sechsring gebunden ist, kann durch thermische 
Zersetzung nur dann ein ungesiittigtes Lacton gebildet werden, 

1. wenn die Ketogruppe in y- oder 6-Stellung zur Carboxyl- 
cruppe steht, 

2. wenn sich an einem, der Carbonylgruppe benachbarten 
Kohlenstoffatom 1 Wasserstoffatom befindet ; 

3. wenn die carboxylhaltige Seitenkette an einem der Keto- 
sruppe benachbarten Ringkohlenstoffatom haftet. 

Ist jedoch 1 Kohlenstoffatom der carboxylhaltigen Seiten- 
kette emem 2. Ringe angehorig und dadurch die freie Beweglich- 
keit der Seitenkette beeintrachtigt, so wurde die Bildung des 
ungesattigten Lactons erschwert sein oder unter Umstinden 
sogar ganz ausbleiben. Bei Ketodi- oder Ketotricarbonsiure 
mit cyclisch gebundener Carbonylgruppe liegen die Dinge aber 
nicht so einfach. Die Carboxylgruppen der Polycarbonséuren 
kénnen auch aufeiander reagieren und dadurch wird die Reak- 
tion von Ketosiuren etwas komplizierter. Die y- und 6-Keto- 
sduren mit der 1,4- oder 1,5-Stellung der Carboxylgruppen 
kénnen bei der Brenzreaktion an Stelle der ungesittigten Lactone 
auch innere Siéiureanhydride und solche mit der 1,6- oder 1,7-Stel- 
lung der Carboxylgruppen auch cyclische Ketone liefern. Diese 
Schwierigkeit wird durch die Wahl der richtigen Temperatur oder 
durch die Verwendung des Esters an Stelle der freien Siure er- 
leichtert und man kann so die Reaktion in die gewiinschte Rich- 
tung lenken, wie Windaus und Bolne in ihrem Versuch be- 
statigt haben. 

Hyodesoxybiliansiure, die eine y-Ketosiure mit 1,6-Stellung 
der Carboxylgruppen ist, liefert ein ungesiittigtes Lacton bei 
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Temperaturen zwischen 240—275° unter Abspaltung von nur 
1 Mol Wasser, wahrend sie bei einer Temperatur von etwa 300° 
unter Abspaltung von Kohlendioxyd und Wasser in ein evclisches 
Keton ubergeht!), wie aus folgender Formel ersichtlich ist. 


oc~ ™ 
| C,, H,, COOH | —C,,—-H,,—COOH 
| 
HOOC \ HOOC 
Hyodesoxy biliansaure Lactondicarbonsiiure 
(Oxo-stadensiure) 
oc~ ™ 
@-H,,-cooH 


Brenzhyodesoxybiliansiure. 


Hyodesoxybiliansduretrimethylester liefert bei der Brenz- 
reaktion ein ungesiéttigtes Lacton unter Abspaltung von 1 Mol 
Methylalkohol, welches bei Verseifuné die Hyodesoxybiliansiiure 
wieder zuriickliefert, wie aus folgenden Formeln hervorgeht : 


oc~ ™ 
| -Cy-H,,-COOCH, | |} 
H,COOCL 
i 
H,cooc~ H,COOC~ ~~ 
Hyodesoxybiliansduretrimethylester Lactondicarbonsaureester 


Zuniichst wurde das Verhalten der Ursodesoxybiliansaure 
het der Brenzreaktion gepriift. Sie liefert bei der Brenzreaktion 
unter Abspaltung von Kohlendioxyd und Wasser hauptsachlich 
ein um 1 Kohlenstoffatom airmeres cyclisches Keton (I). Dieses 
Ergebnis berechtigt zu der Annahme, daf die Ursodesoxybilian- 
siure eine 1,6-Carbonsiure sei. Dies steht also mit der Bildung 
von Lithobiliansaéure (III) aus Ursodesoxybiliansiure?) vollig im 
Kinklang. Es ist nun unzweifelhaft, daB der aufgespaltene Ring 
bei Ursodesoxybiliansdéure ein Sechsring ist. 


1) A. Windaus u. A. Bohne, a. a. O. 
*) K. Kaziro, a. a. O. 
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Es ist sehr merkwiirdig, daB sich bei der Brenzreaktion der 
Ursodesoxybilianséure ein kleiner Anteil der Saéure an der Bildung 
eines ungesittigten Lactons (II) beteiligt. Die reine Brenzsiure 
wurde durch Aquivalentzahl als 1 basisch ermittelt. Bei der 
Titration von Brenzséure in noch nicht vollig gereinigtem Zustande 
wurde die Titrationszahl als betrichtlich héher ermittelt und 
merkwirdigerweise als noch héher bei kurzer EKrwirmung. Die 
Titrationszahl der reinen Brenzsiure hat sich aber natiirlich 
niemals durch die Erwirmung verindert. 


|| -C-H,,-COOH | \ -C,-H,,-COOH 
| | 
HOOC. BY 
CO 
Ursodesoxybiliansaure Brenzursodesoxy biliansiure (1) 
| | 
Y 
|-C,,-H,,-COOH 
| | | 
Hooc. 
Lithobiliansaure (III) | | 


La-tondicarbonsaure (II) 


Dann wurde nach der Vorschrift von Windaus und Bohne 
die Destillation eines Trimethylesters der Ursodesoxybiliansaéure 
ausgefihrt. 


Der destillierte Hster besitzt einen viel niedrigeren Schmelz- 
punkt, aber die gleiche Analysenzahl wie der Trimethylester der 
Ursodesoxybiliansiure. Leider konnte ich den  Destillations- 
versuch nicht nochmals wiederholen, da das Material schon knapp 
war. Windaus und Bohne haben schon bemerkt, daB der zersetzt 
destillierbare Ester unter einigen Bedingungen unzersetzt destilliert 
werden kann. Der ‘Trimethylester der Ursodesoxybiliansiure 
zeigte bei der Destillation eine Schmelzpunktverinderung, sowie 
bei langerem Stehen seiner alkoholischen Lésung auch eine Kry- 
stallformveriinderung. Es scheint sich hier um eine Atom- 
umlagerung des Wasserstoffs zu handeln, aber es fehlt noch an 
eindeutigen Versuchsergebnissen. 
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Wenn die Lactonbildung bei der Brenzreaktion der Tri- 
carbonsadure richtig zutrifft, ist es nun wahrscheinlich, daB die 
Ursodesoxybiliansiure eine y-Ketosiure ist, und man kann auch 
daraus und aus meinem bisherigen Ergebnisse den SchluB ziehen, 
daB die Ursodesoxycholsiure eine 3,6-Dioxy-ursocholansaure ist. 


Experimenteller Teil. 


Thermische Zersetzung der Ursodesoxybiliansaure. 


(),3342 ¢ Ursodesoxybiliansiure vom Schmelzp. 230° wurden 
unter Hochvakuum in einem kleinen, mit einem niedrig an- 
gesetzten, wurstférmig erweiterten Ansatzrohr versehenen Frak- 
tionierkolben in einem schrankfOrmigen Luftbad vorsichtig bis 
auf 270—290° erhitzt. Die Brenzsaure destilliert dann als farb- 
loses oder schwach gelbliches, klares Ol in die Vorlage allmahlich 
iiber. Die Destillation ist innerhalb von 10—15 Minuten beendet. 
Der Gewichtsverlust (0,0417 g) betrug 12,47°/5. Die LBrenzsaure 
wird wie ¢€in helles Glas an den Wanden des Ansatzrohres fest- 
gehalten. Das Ansatzrohr des Kolbens wurde zerbrochen, um die 
erstarrte Siure herauszuholen, und diese wurde aus verdinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Die mehrmals aus Alkohol umkrystalli- 
sierte Siure schmilzt bei 175—179°. 

Titration: 10,1 mg Substanz wurden mit Phenolphthalein als Indicator 
zur Bestimmung der Aquivalentzahl angeset:t. Die Endreaktion wurde dabei 
sehr unscharf angetroffen und unter Erwairmung stieg die Titrationszah| 
allmahlich héher, bis sie endlich ungefahr einen doppelt so hohen Wert erreichte 
wie bei normaler ‘Temperatur. Die verbrauchte n/20-Kalilauge betrug 0,8 eem 
bei 75°. Als Aquivalentzahl ergab sich also 253, was natiirlich zu hoch fur 
eine 2- oder 3basische, aber zu niedrig fiir eine lbasische Saure ist. 

Die Séure wurde dann mehrmals aus Alkohol umkrystalli- 
siert und zeigte als konstanten Schmelzp. 182°. Die reine Saure 
krystallisierte in schénen Blattchen. 

Titration: 7,4 mg Substanz brauchten 0,4 ccm n/20-KOH-Lésung bei 
18° und bei 75°. 

Aquivalent: Berechnet fiir C,,H,,0, . . . 374 

refunden ...... . 370 
Analyse (A. Schéller). 
4,450 mg Substanz gaben 12,020 mg Kohlensdure und 3,75 mg Wasser, 


4,538 mg » 12,280 mg 3,85 mg 
Fiir C,,H,,0, Ber. C 73,74°/, H 9,16°/, 
Gef. 73,69 9,38 


73,54 9,49 
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Brenzdesoxybiliansauremethylester. 


Die Brenzdesoxybiliansiure wurde in Methanol geldst, mit 
einer kleinen Menge konzentrierter Schwefelséure versetzt und auf 
dem Wasserbade 1 Stunde lang erwirmt. Nach mehrmaliger 
Umkrystallisation aus Methanol schmilzt der Ester bei 129—131°. 


Thermische Zersetzung des Ursodesoxybiliansauremethylesters. 
1. Saurer Ester. 


0,2 ¢ saurer Methylester vom Schmelzp. 150—152°?) wurde 
unter Hochvakuum in einem kleinen Schwertkolben in einem 
schrankfoérmigen Luftbad vorsichtig bis auf 270—800° erhitzt. 
Ein farbloses Ol destilliert dann allmihlich in die Vorlage uber 
und erstarrt sofort zu einem hellen Glas. Die Destillation ist 
innerhalb von 10 Minuten beendet. Dieses erstarrte Ol wurde in 
Methanol aufgenommen und mit warmem Wasser bis zu_ be- 
ginnender Triibung versetzt. Erst nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren wurde die Substanz rein gewonnen, welche bei 150—152° 
schmilzt. Die so gewonnene Substanz war eine Séure sehr ahniich 
der Brenzdesoxybiliansiure. Der gebrauchte Ester war ein saurer 
Ester und ergab also, wahrscheinlich unter Abspaltung von Methy]- 
alkohol und Kohlensiiure, die mit der von Ursodesoxybiliansiure 
ausgegangene identische Brenzsdure. 


2. Trimethylester. 


Dann wurde ein Trimethylester der Ursodesoxybilianséure 
aus Diazomethan in der tiblichen Weise bereitet. Er krystallisiert 
sehr leicht in glinzenden Blattchen und zeigt einen konstanten 
Schmelzpunkt von 94° 0,1 g dieses Esters wurde unter Hoch- 
vakuum zur Destillation gebracht. Es destilliert eime Olige Masse 
erst 800—820° iiber. Diese Glige Masse, erstarrt zu einem 
hellen Glas, wurde aus der Glasvorlage mit Methanol heraus- 
gelost. Beim Umkrystallisieren aus Methanol kommt sie in Form 
von blattchen heraus, die aber bei lingerem Stehen in der methy]- 
alkoholischen Losung ihre Krystallform verainderten, indem sich 
schéne lange Nadeln abschieden. Der Schmelzpunkt liegt bei 


') Der Ester vom Schmelzp. 152° wurde dureh weitere Untersuchung 
nicht als ein Trimethylester, wie in meiner vorigen Mitteilung angegeben wurde, 
sondern als ein saurer Ester der Ursodesoxybiliansaure festgestellt. 
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69—70°. Aus den Analysenzahlen wurde gefolgert, daB die 
neue Substanz ein mit dem urspriinglichen Trimethylester iso- 


merer Ester ist. 


Analyse (A. Sch6ller). 
4,790 mg Substanz gaben 11,840 mg Kohlensaiure und 3,80 mg Wasser. 


4,620 mg 11,420 mg 93,56 mg 
Fir Trimethylester C,,H,,0- Ber. C 67,73°/, H 8,85°/, 

Gef. ,, 67,44 8,88 

» 67,44 », 8,63 


Der Kaiserlichen Akademie der Wissenschaften danke ich 
aufrichtigst fiir das mir gewéhrte Stipendium. 


Berichtigung 
der vorigen Abhandlung iiber die Ursodesoxycholsdure.*) 


Seite 153: 


anstatt 
Seite 156: 
H |-Ci-H,»-COOH | COOH 
| H | | | 
Ursocholansaure. Ursocholsaure. 


1) Diese Z. 185, 151 (1929). 
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Die Temperaturkonstante und der Temperaturkoeffizient 
der Garung des PreBsaftes und des Macerationssaftes.’) 


Von 
S. Kostytschew und G. Medwedew. 
Mit 1 Figur im Text. 


‘Aus dem Institut f. Biochemie u. Pflanzenphysiologie d. Akad. d. Wissensch. in Leningrad.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. M&rz 1931.) 


Die biochemischen Vorginge in lebenden Zellen zeichnen sich 
dadurch aus, daB ihre Aktivierungswarme (Temperaturkonstante) 
k T,-T, 
und somit ihr Temperaturkoeffizient Q,, bei niederen Temperaturen 
abnorm hoch ist. Hierdurch unterscheiden sich die Lebens- 
vorginge von den einfachen Reaktionen, bei denen A eine Kon- 
stante darstellt und Q,) eme normale GréBe hat. 

So hat Slator’) gefunden, daB Qi, bei der alkoholischen 
Gérung der lebenden Hefezellen im Intervall 5—10° gleich 7 ist, 
im Intervall 15—80° aber eine normale GréBe hat. Noch auf- 
fallender ist der Befund Warburgs‘), der Temperatur- 
koeffizient der Photosynthese der Alge Chlorella sp. selbst bei 
10° gleich 5 oder 4,7 ist, obwohl es sich hier um einen zum gr6Bten 
Teil photochemischen Vorgang handelt. 

Hingegen besitzen fermentative Vorgiinge auBerhalb der 
lebenden Zelle normale Temperaturkonstanten und Temperatur- 
koeffizienten bei niederen ‘'emperaturen. Dies haben u. a. 
Kastle und Loevenhkart®) fiir Pankreaslipase und Leberlipase mit 
buttersiuredthylesier, !erroine®) fiir Pankreassaft mit Triacetin, 


A=I1n 2 


1) Uber Alkoholgirung. X XI. Mitteilung. 

*) S. Arrhenius, Z. physik. Chem. 4, 226 (1889). 
%) J. of Chem. Soc. 89, 136 (1906). 

4) Biochem. Z. 100, 230 (1919). 

5) Amer. chem. J. 24, 491 (1900). 

®) Biochem. Z. 23, 404 (1910). 
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Buttersaureathylester und Olivenél, Kjeldahl!) sowie v. Euler 
und Laurin?) fiir Hefeinvertase mit Rohrzucker, Tammann’) 
fiir Mandelemulsin mit Salizin festgestellt. 

Wir mochten nur beiliiufig bemerken, daB die ungemein 
hohen Temperaturkonstanten der lebenden Zellen bei niederen 
Temperaturen am einfachsten dadurch erklirt werden kénnten, 
daB das Zellplasma bei niederen Temperaturen im Zustande einer 


? 


20° 30° 


__— = lebende Hefe; —-- = PreBsaft; -.---. = Macerationssaft. 

Die Zahlen entsprechen den Nummern der betreffenden Versuche im Text. 
Kaltestarre verbleibt, bei Temperatursteigerung aber schnell in 
aktiven Zustand iibergeht. Laut dieser Erklarung bezieht sich 
also der hohe Wert der Temperaturkonstante bei niederen Tem- 
peraturen nicht direkt auf den zu untersuchenden chemischen 
Vorgang, sondern ist eine Folge des Uberganges des Proto- 
plasmas zum aktiven Leben. 

Unabhiingig davon, ob diese Erkléirung richtig ist, er6dffnet 
sich nunmehr die Moglichkeit, die durch lebende Zellen bewirkten 
Vorgiinge von den einfachen fermentativen Vorgéingen auf Grund 
ihrer T'emperaturkonstanten bei niederen Temperaturen scharf zu 
unterscheiden. Wir haben diesen Umstand benutzt, um die Giérung 
der lebenden Hefezellen mit derjenigen des PreBsaftes und Mace- 
rationssaftes zu vergleichen. Die erhaltenen Resultate sind auf 
den nachstehenden Tabellen und graphisch auf der Abbildung 


1) Medd, fra Carlsberg Labor. Jahrg. 1881, S. 335. 
2) Diese Z. 108, 64 (1919). 
3) Ebenda 16, 321 (1891/1892). 
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dargestellt. Die von uns verwendete lebende Hefe war die reine 
untergiirige PreBhefe der Brauerei ,,Wena™. Zur Herstellung des 
PreBsaftes und des Macerationssaftes diente die untergirige Hefe 
der Brauerei ,,Stenka Rasin‘*. Die Werte von k, und k, wurden 
auf Grund der volumetrischen CQO,-Bestimmungen im Wasser- 
thermostaten auf dem Schiittelapparat!) in kleinen Zeitintervallen 


berechnet. 
I. Versuche mit lebender Hefe. 


Vorversuch 1. Ein Gemisch von 10g Hefe, 2 ¢ Rohrzucker 
und 20 cem destilliertes Wasser. Am Anfang des Versuches war 
die Garung in vollem Gange. 


ad CO, in ccm pro 10 Min. A 
_ 14,8 52800 Cal. 
2,3 


Versuch 2. Kine jede Mischung enthalt 40°/, Hefe und 
20°/, Rohrzucker. Es wurden bei niederen Temperaturen gréBere 
Mengen der Mischung verwendet als bei héheren ‘lemperaturen, 
damit die ausgeschiedenen CO,-Mengen sich nicht als sehr un- 
gleich erweisen. 


¢° CO, in ccm pro 10 Min. und 10 ¢ Hefe A Vr0 


Ks ist klar, daB bei einer schnellen Anderung der ,,Kon- 
stante‘’ der Wert des Temperaturkoeffizienten problematisch ist. 
Es genugt in derartigen Fallen der Hinweis darauf, daB der 
‘Temperaturkoeffizient sehr groB ist. Diese Bemerkung_ betrifft 
auch alle weiter folgenden Versuche. Fir Intervalle mit einer 
scharfen Abnahme der GréBe von A wurde der ‘T'emperatur- 
koeffizient in weiteren Versuchen meistens nicht berechnet, da der 
Begriff selbst des Temperaturkoeffizienten ein Konstantbleiben 


von A voraussetzt. 
Versuch 3. Dieselben Bedingungen, aber schwicheres Hefe- 


praparat. 
49 CO, in ccm pro 10 Min. und 10g Hefe A 


') 8S. Kostytschew u. V. Berg, ebenda 188, 133 (1930). 
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II. Versuche mit PreSsaft. 


Der PreBsaft wurde genau nach den Angaben E. Buchners 
dargestellt. Seine Giirkraft nahm, in Ubereinstimmung mit den 
Resultaten Buchners fortwahrend ab, was ein schnelles Arbeiten 
erforderte. 

Versuch 4. PreBsaft mit 20°/, Rohrzucker. Die Gesehwin- 
digkeitskonstante der Géirung wurde graphisch erhalten. 


¢e CO, in cem pro 10 Min. und 25 ccm PreBsaft A 
5,34 


Versuch 5. Portionen zu je 20 cem Prefsaft und 8 g Rohr- 
zucker. 


t? CO, pro 34 Min. in ecm A O10 
0 


Die geringe GréBe von A bei 35° zeigt wohl, daB bei dieser 
Temperatur bereits eine Inaktivierung des Girungsfaktors beginnt, 
wie es auch Buchner angibt. 

Versuch 6. Derselbe Saft mit 2 g¢ Rohrzucker auf je 20 cem 
Saft. 

g° CO, in ecm A 

Versuch 7. Derselbe Saft 2 Tage ohne Zucker bei 4° auf- 

bewahrt, dann mit 20°/, Rohrzucker versetzt. 


CO, pro 25 ccm Saft in 10 Min. A 
3,80 


Wir sehen also, daB das Verhalten des PreBsaftes demjenigen 
der lebenden Hefe durchaus analog ist. 


III. Versuche mit Macerationssaft. 


Der Saft wurde unter sorgfaltigem Einhalten der Vor- 
schriften Lebedews dargestellt und war sehr aktiv. 
Versuch 8. Saftportionen mit je 20°/, Rohrzucker. 


| | 
| | 
| 
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9 CO, pro 25 ccm Saft in 10 Min. A 
Versuch 9. Ein anderes Saftpraiparat unter denselben Be- 
dingungen. 
9° CO, pro 25 ccm Saft in 10 Min. A Cre 
0 


Der Macerationssaft besitzt also bereits bei den von 0° ziem- 
lich weit legenden Temperaturen groBe Werte von A und Q,,. 

Die erhaltenen Resultate zeigen deutlich, daB sowohl der 
PreBsaft, als der Macerationssaft sich der lebenden Hefe voll- 
kommen analog verhalten und die fiir Fermente eigenartige Tem- 
peraturabhangigkeit nicht aufweisen. Beide Saftpraparate be- 
sitzen keine konstante GréBe von A; dieselbe fallt vielmehr 
iuBerst schnell bei Temperatursteigerung und hat bei den nahe bei 
0° liezenden Temperaturen einen enorm hohen Wert (75000. bis 
80000 Cal.). Der Temperaturkoeffizient ist im Intervall 5—12° 
bei der Girung der Siafte im Durchschnitt gleich 6. In der Nahe 
von 0° ist der Temperaturkoeffizient sehr groB, kann aber mit 
einer hinreichenden Genauigkeit nicht berechnet werden, da 
namentlich bei diesen Temperaturen eine duferst schnelle Ab- 
nahme der GréBe von A bei Temperatursteigerung stattfindet. 

Diese Abnahme der GréBe von 4 wird auf der Figur graphisch 
dargestellt. Beim Konstantbleiben von A wiirde man bei der 
graphischen Darstellung natiirlich eine Gerade erhalten. AuBer- 
dem sieht man auf der Figur deutlich, daB 4 auch bei hoheren 
Temperaturen fortwahrend fallt; mit anderen Worten ist 4 bei 
der Girung der Hefesifte ttberhaupt keine Konstante. Dies 
widerspricht simtlichen bisher mit Fermenten erhaltenen Resul- 
taten. 

Aus diesen Ergebnissen ist der SchluB zu ziehen, daB Zymase 
kein einfaches Ferment ist. Aber auch die Annahme, dab Zymase 
ein Fermentgemisch darstellt, ist sehr unwahrscheinlich, falls man 
hierbei die gewoOhnlich vorausgesetzten Teilstufen in Betracht 
zieht. Nimmt man an, daB Zymase ein Fermentgemisch ist, so 
sind unsere Resultate nur derart zu erkliren, daB verschiedene 
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Teilvorginge ungleiche Geschwindigkeitskonstanten und Tempe- 
raturkonstanten besitzen. Wire dies aber tatsachlich der Fall, 
so sollte die zellfreie Girung, in Anbetracht der so enorm groBen 
Ungleichheit von A bei verschiedenen Temperaturen, bei 0° nicht 
dieselben Produkte wie z. B. bei 30° liefern, was aber in Wirklich- 
keit nicht stattfindet. Vielmehr bildet der ganz glatte Verlauf 
der ,,zellfreien’’ Girung bei verschiedenen Temperaturen einen 
schwerwiegenden EKinwand gegen die Annahme, daB Zymase ein 
nicht reguliertes Fermentgemisch darstellt. 


Zusammenfassung. 


1. Kine Temperaturkonstante der Girung des PreBsaftes und 
des Macerationssaftes existiert nicht. 

2. Der Wert von A und Qj, ist auffallend hoch im Inter- 
vall 1—12° und gar 5—12°. 

3. Bei der graphischen Darstellung ist eine vollkommene 
Analogie zwischen der Abnahme von 4 bei lebender Hefe und 
bei den Hefesiiften bemerkbar. 

4. Somit ist Zymase sicherlich kein einfaches Ferment und 
wohl auch kein einfaches Fermentgemisch, da im letzteren Falle 
der glatte Verlauf der zellfreien Garung bei verschiedenen Tem- 
peraturen zwischen 0° und 40° kaum moglich gewesen wire. 


é 


219 


Uber die Struktur der Protamine I. Protaminase 
und die Produkte ihrer Einwirkung auf Clupein und Salmin. 


(Kiinfte Mitteilung iiber enzymatische Proteolyse.’) 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz, Fritz Ziegler, Anton Schiiffner und Leopold Weil. 


(Aus dem Institut fir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag ) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Mirz 1931.) 


Theoretischer Teil. 


Die Untersuchungen iiber proteolytische Enzyme und ihre Spe- 
zifitiit, in welchen wir Erfahrungen gesammelt haben, dienen als 
ihrem wesentlichsten Ziele der Frage der Kiweibstruktur. Am 
Beispiel des Clupeins?) haben wir so vor Jahren mit dem Ver- 
such begonnen, ,,durch die fraktionierte Hydrolyse mit einheit- 
lichen Enzymen Einblick in die Anordnung seiner Bausteine zu 
gewinnen’*. Jene erste Arbeit aber Clupein hat sich noch auf all- 
gemeine Aussagen die Struktur des Protamins beschrinkt, 
sie nur in Umrissen gezeichnet. Sie ergab die Feststellung einer 
ausschlieBlich peptidartigen Verkniipfung der Aminosiiuren im 
Molekil und die Unterscheidung gewisser Gruppen unter den 
Peptidbindungen des Protamins auf Grund der enzymatischen 
Spaltbarkeit, ihre Gliederung nach Bruchteilen von Dritteln und 
Fiinfteln der insgesamt spaltbaren. Jene allgemeinen Er- 
fahrungen haben dann durch weitere, noch unver6ffentlichte 
Untersuchungen’) an anderen Protaminen, Salmin und Scom- 
brin, eine Ergiinzung und Vertiefung gefunden. Die Aufgabe, die 
strukturelle Analyse der Protamine mit der Kennzeichnung der 
spezifischen Reaktionsprodukte auf den Zwischenstufen enzyma- 
tischer Hydrolyse zu vollenden, war vorgezeichnet. Zu ihrer 
Lésung bedeutet die vorliegende Arbeit den ersten Schritt. 

Als eine der wichtigsten Voraussetzungen fiir die strukturelle 
Analyse durch enzymatischen Abbau erscheint die Anwendung 


') 1. Mitt.: Diese Z. 156, 68 (1926); 2. Mitt.: ebenda 156, 99 (1926); 
3. Mitt.: ebenda 166, 262 (1927); 4. Mitt.: ebenda 171, 290 (1927). 

2) Diese Z. 156, 68 (1926). 

8) Vgl. dazu E. Waldschmidt-Leitz, Proteine in V.Mever u. 
P. Jacobson, Lehrbuch d. Organischen Chemie 2, Teil 5, 1. Abt., 8. 112, 
Berlin und Leipzig 1929. 
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einheitlicher Substrate neben einheitlichen Enzymen. Sie zu er- 
fillen, strebt unsere Untersuchung an. So haben sich die Prot- 
aminpriparate, wie sie in friiheren Untersuchungen!) verwendet 
waren, nach emem der wblichen Verfahren der Darstellung ge- 
wonnen, als noch nicht einheitlich erwiesen; wie es sich gezeigt 
hat, bestehen sie aus Komponenten von sehr ahnlicher Zu- 
sammensetzung, von ahnlicher enzymatischer Spaltbarkeit und 
von ahnlicher Molekilgr6éBe. die Auflésung dieser Gemische 
ist das von Kk. Felix und K. Dirr?) empfohlene Verfahren der 
Veresterung ungeeignet; wie wir uns tberzeugt haben, tritt 
lich bei dieser Veresterung ein Zerfall des Protaminmolekiils in 
niedriger molekulare Bruchstiicke ein.*) Methoden der Frak- 
tiomlerung, welche die Anwendung stirker saurer oder alkalischer 
Reagenzien erfordern, sollte man tunlichst vermeiden. In jedem 
Falle wird man die Méglichkeit sekundirer Verainderungen, sei 
es dureh Hydrolyse, sei es durch Kondensation, zu_ beriick- 
sichtigen und ihr Auftreten dureh die quantitative Kontrolle der 
reaktionsfiihigen Gruppen im Molekiile bei den Operationen aus- 
zuschlieBen haben. 

Fiir die Reimigung der Protamine hat sich ein anderes, 
schonenderes Verfahren bewiéhrt, das auf eine von A. Kossel?) 
beschriebene Beobachtung zuriickgreift; es beruht auf der Eigen- 
schaft der Protamine, aus konzentrierter wiBriger Lésung unter 
Olbildung sich abzuscheiden. Der Erfolg der Fraktionierung 
wird bestimmt dureh den Gehalt der Fraktionen an reaktions- 
fahigen Aminogruppen, durch den Quotienten N: NH,, die Um- 
scheidung bis zur Konstanz dieses Quotienten durchgefiihrt. Die 
Menge der 6lbildenden Komponente ist bei den beiden unter- 
suchten Rohprotaminen die weitaus iiberwiegende. Diese sind 
dureh einen sehr hohen [N: NH, = 104 (Clupein) bzw. = 340 
(Salmin)], die leichter léslichen Anteile durch einen viel niedrigeren 
Quotienten gekennzeichnet [N: NH, = 35 (Clupein) bzw. = 32 
(Salmin)]. Fir den Aufbau der ersteren ist naimlich, wie wir weiter 


1) A. a. O. 
2) Diese Z. 1S4, 111 (1929); siehe ferner K. Felix u. A. Lang, ebenda 


Iss, 96; 1938, 1 (1930). 

3) Quotient N: NH, vor der Veresterung nach Felix u. Dirr bestimmt 
zu 104 fiir Clupein bzw. 340 fiir Salmin, nach der Veresterung zu 32,6 (dies 
entspricht dem nach den Angaben von Felix u. Dirr fiir den NH,-Gehalt 
des veresterten Clupeins sich errechnenden durchschnittlichen Quotienten 
von 36,4) bzw. 8&4. 

4) Diese Z. 25, 165 (1898). 
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unten belegen, charakteristisch, da in ihnen nicht eine freie 
Aminogruppe, sondern die Iminogruppe eines Prolinrestes die 
endstaindige ist. Es lat sich noch nicht beurteilen, ob diese 
Kigentiimlichkeit auch fiir die viel geringere Léslichkeit ver- 
antwortlich ist. Neben den Gruppen der Mono-, Di- und_ 'T'ri- 
protamine, die A. Kossel') auf Grund einer verschiedenen Be- 
teiligung der basischen Bausteine beschrieben hat, und unter 
ihnen wird man also zwischen Aminoprotaminen und Imino- 
protaminen zu unterscheiden haben. 

Der Fortschritt, den die strukturelle Analyse der Protamine 
mit deren Reinigung erfahren hat, wird ergainzt durch die Iso- 
lierung eines besonderen, Protamine spaltenden Knzyms aus den 
Ausziigen aus Pankreas, der Protaminase, deren Wirkungen 
bisher nur in ihrem Gemische mit anderen Proteasen beobachtet 
waren. Die Wirkung dieses Enzyms, dessen Abtrennung von den 
begleitenden proteolytischen Enzymen wir durchgefiihrt haben, 
beschrinkt sich nach unseren Versuchen auf die Aufspaltung 
vewisser, an basischen Bausteinen reicher, aber nicht hochmole- 
kularer Proteine und Proteinabbauprodukte; sie besteht in der 
Abspaltung basischer Aminosiiuren, so von Arginin, am Carboxyl- 
ende der Substrate. Dem entspricht, dab fiir den Angriff der 
Protaminase, aéhnlich wie fiir den der tryptischen Knzyme?), die 
Gegenwart einer freien Carboxylgruppe in den Substraten  er- 
forderlich ist. Fir die Wirkung der Protaminase scheint dagegen 
der tryptische Aktivator Enterokinase entbehrlich zu sein. 

Die Kinwirkung der Protaminase auf gereinigtes Clupein 
und Salmin fiihrt in beiden Fallen ausschlieBlich zur Ab- 
spaltung von freiem Arginin; sie kommt nach einem NH,- 
Zuwachs entsprechend 0,65 cem (Clupein) bzw. 0,50 cem 0,2 n- 
(Salmin) fiir 0,20¢@ der Substrate zum Stillstand. Dem = beob- 
achteten Zuwachs freier Aminogruppen entspricht die isolierbare 
Menge freien Arginins; seine Abtrennung von dem zugleich ge- 
bildeten h6hermolekularen Spaltprodukte, fir welches wir 
die Bezeichnung Clupean bzw. Salman gewihlt haben, gelingt 
leicht durch Behandlung mit verdiinntem Methylalkohol, von 
welchem nur das Arginin aufgenommen wird. Die Menge des 
abgespaltenen Arginins betrigt ein Fiinftel vom Gesamtarginin- 
gehalte des Clupeins, ein Siebentel von dem des Salmins. 


*) Vgl. dazu A. Kossel, Protamine und Histone, Leipzig und Wien 
1929, 8. 21 ff. 
*) Vgl. dazu E. Waldschmidt-Leitz, Z. angew. Chem. 48, 377 (1930). 
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iis ist bemerkenswert, daB die gebildeten héhermolekularen 
Spaltstiicke, Clupean bzw. Salman, trotz der aus den abgespal- 
tenen Argininanteilen sich errechnenden erheblichen Verkleinerung 
des Molekiils noch den naimlichen hohen Quotienten N: NH, 
aufweisen wie die unverinderten Protamine. Es geht daraus 
hervor, daB diese Bruehstiicke und ebenso die Protamine selbst 
keine endstiindige Aminogruppe, sondern statt ihrer eine dem 
Prolin angehdérende Iminogruppe besitzen. Die Abspaltung 
des Arginins dureh Protaminase erfolgt danach, den Er- 
fahrungen iiber die spezifische Angriffsweise dieses Enzyms ent- 
sprechend, vom Carboxylende der Protamine. Fir die 
Struktur von Clupein wie von Salmin ist danach kenn- 
zeichnend, dai die Aminosiurekette dieser Protamine mit 
einem Prolinreste mit freer _Iminogruppe beginnt, wihrend 
ihr Carboxylende Argininresten angehort. 

Uber die Kettenlinge und damit die MolekulargréBe 
der beiden Protamine erlaubt neben der relativen Beteiligung 
der einzelnen Aminoséurebausteine der beobachtete Bruchteil des 
durch Protaminase abspaltbaren Arginins eine erste Aussage. 
Unter den Bausteinen trifft auf je 2 Molekiile Arginin jeweils 
1 Molekiil Monoaminosiure; ihre Analyse ergibt fiir das Clupein 
ein Verhiltnis von 10 Mol. Arginin: 1 Mol. Prolin: 1 Mol. Alanin: 
2 Mol. Serin: 1 Mol. Valin, fiir das Salmin ein solehes von 14 Mol. 
Arginin: 3 Mol. Prolin: 3 Mol. Serin: 1 Mol. Valin. In den beiden 
Protaminen wird die Peptidkette durch Prolin eréffnet; bei An- 
nahme von 14 spaltbaren Peptidbindungen im Clupein wird daher 
deren Hydrolyse 14 freie NH,-Gruppen, von 20 Peptidbindungen 
im Salmin dagegen nur 18 NH,-Gruppen ergeben, wihrend die 
Hydrolyse der beiden iibrigen, an welchen Prolinreste beteiligt 
sind, nur zur Freilegung von Iminogruppen fihrt. Der bei der 
vollstiindigen Hydrolyse mit Siiure gemessene Gesamtzuwachs 
freier Aminogruppen entspricht nun 4,50 cem 0,2 n. fiir 0,20 
Clupeinsulfat und ebensoviel fiir Salminsulfat; der bei der Prot- 
aininasewirkung freigelegte Anteil entsprechend 0,65 cem (Clupein) 
bzw. 0,50cem 0,2n. (Salmin) beliuft sich danach auf ein 
Siebentel bzw. ein Neuntel, er betrifft also 2 von 14 Peptidbindungen 
im Clupein und 2 von 18 baw. 20 Bindungen im Salmin. 

Aus der Zusammensetzung der beiden Protamine und den 
_Anteilen der Protaminasewirkung an ihrer Hydrolyse  ergibt 
sich fir das Clupein ein Mindestmolekulargewicht von 
2021, entsprechend 15 Aminosiureresten, fiir das Salmin 
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ein solehes von 2855, entsprechend 21 Aminosiureresten. Fur 
die Frage, ob diese Werte die wahre MolekiilgréBe der beiden 
Protamine darstellen oder ob man ganze Vielfache derselben 
dafiir anzunehmen hat, ergibt sich schon aus den Beobachtungen 
yon A. Kossel und seiner Schule?) tiber die partielle Hydrolyse 
mit Saéure zu den sogenannten Protonen ein gewisser Anhalt; 
denn diese Protone stellen Gemische von Tripeptiden dar aus 
je 1 Monoaminoséure- und 2 Diaminosiiureresten. Die Auf- 
einanderfolge von mehr als 2 Argininresten, beispielsweise am 
Carboxylende der Peptidkette, wie sie bei der Annahme eines 
Vielfachen der errechneten Molekulargewichte vorliegen sollte, ist 
danach sehr unwahrscheinlich. Die einfache MolekilgréBe 
von 2021 fiir das Clupein und von 2855 fiir das Salmin, ihr Auf- 
bau aus 15 bzw. 21 Aminosiiureresten, erscheint vielmehr ge- 
sichert durch die Ergebnisse der Molekulargewichtsbe- 
stimmung auf Grund der Sedimentationsgeschwindigkeit; wir 
verdanken ihre Ausfithrung dem groBen Kntgegenkommen der 
Herren Prof. Dr. The Svedberg und Dr. B. Sjégren?) in 
Upsala. Aus den Messungen dieser Forscher geht hervor, daB fiir 
die Molekulargewichte der beiden Protamine sich kleine Werte, 
zwischen 1700 und etwa 3000, errechnen, wenn auch das Auf- 
ldsungsvermoégen der zur Verfiigung stehenden Ultrazentrifuge fiir 
eine genaue Bestimmung der Molekulargewichte noch nicht aus- 
reichend war. 

Kis bleibt die Frage, ob die untersuchten Protamine als ¢in- 
heithehe Individuen oder aber ob sie noch als Gemische nach 
Aufbau und Molekiilgré8e aéhnlcher Iminoprotamine anzusehen 
sind. Und es bleibt unsere Aufgabe, auch die Anordnung der iibrigen 
Bausteine in diesen Protaminen, deren endstandige Aminosiiure- 
reste nun bekannt sind, dureh den weiteren stufenweisen Abbau zu 
ermitteln. 

Experimenteller Teil. 


I. Reinigung der Protamine. 
Zur Gewinnung der rohen Protaminsulfate*) verfuhr man 
nach der Methode von <A. Kossel und O. Schimiede- 


") Vel. dazu A. Kossel, Protamine und Histone, Leipzig und Wien 
1929, S. 41 ff. 

2) Fiir die Uberlassung der Resultate aus den von Herrn Dr. B. Sjégren 
ausgefiihrten Messungen sind wir Herrn Prof. Dr. The Svedberg zu gréBtem 
Danke verpflichtet. 

_ *) Wir verdanken die Sammlung und Uberlassung groBer Mengen reifer 
Geschlech tsdriisen von Heringen, aus welchen das Clupeinsulfat  bereitet 


| 
i 
} 
f 


224 E. Waldschmidt-Leitz, F. Ziegler, A. Schaffner und L. Weil, 


berg!), welche cine Reinigung der Protamine mittels peptischer Ver- 
dauung in sich schlieBt. Die so gewonnenen Priparate haben sich 
indessen noch nicht als einheitlich erwiesen. Ihre weitere Reini- 
gung beruhte auf der zuerst von A. Kossel?) beschriebenen Kigen- 
schaft der Protamine, aus tbersattigter wiBriger Loésung als Ole 
sich abzuscheiden. Durch fraktionierte Umfallung aus Wasser 
gelingt so die Abscheidung eines in Wasser schwerer léslichen 
und die Isolierung eines leicht léslichen Anteils aus dem rohen 
Clupein- und Salminsulfat. Der in reinem Zustand isolierte 6l- 
bildende Anteil, der der wberwiegende ist, belief sich in einem 
Beispiel auf 60—70°/, bei Clupein-, auf etwa 70°/) bei Salmin- 
sulfat; er schwankte indessen, wie wir fanden, bei der Ver- 
arbeitung von Chargen aus verschiedenen Jahren, wohl infolge 
eines verschiedenen Reifegrades der Geschlechtszellen. Zur Be- 
urteilung des Reinigungserfolges diente die Bestimmung des Ge- 
haltes an reaktionsfihigen Aminogruppen nach van Slyke als 
Grundlage; die Umscheidung der Protamine aus waBriger Lésung 
wird namlich bis zur Konstanz des Quotienten N: NH, durch- 
vefiihrt. Dieser ist bei den schwerldslichen Hauptfraktionen sehr 
hoch (= 340 fiir Salmin bzw. = 104 fiir Clupein), die Menge reak- 
tionsfahiger Aminogruppen also gering, wahrend in den leichter 
loslichen Fraktionen Anteile von hdherem NH,-Gehalte ange- 
reichert werden { Qu. = 31 (Salmin) bzw. = 34 (Clupein)]. Dieses 
Merkmal allein scheint eine einfache und rasche Kennzeichnung 
der verschiedenen Protaminfraktionen zu erlauben; denn _hin- 
sichtlich anderer Kigenschaften, der Zusammensetzung, der spezi- 
fischen Drehung ihrer Lésungen oder auch der enzymatischen 
Spaltbarkeit zeigen die einzelnen Fraktionen keine erheblichen 
Unterschiede. Fir die Zusammensetzung der schwerst- und der 
leichtestléslichen Fraktionen ergibt sich ibereinstimmend das fiir 
die Protamine charakteristische Verhiltnis von Diaminosiuren : 
Monoaminosiuren wie 2:1; nur in der relativen Beteiligung ein- 
zelner Monoaminosauren, so des Prolins, scheinen gewisse Unter- 
schiede zu bestehen. 


wurde, dem freundlichen Entgegenkommen der Leitung von Martin Jo- 
hannsons Fiskaffar in Géteborg, welcher wir auch an dieser Stelle unseren 


warmsten Dank aussprechen méchten. 
1) Vgl. A. Kossel, Protamine und Histone, 8. 19, Leipzig und Wien 


' 1929; vgl. auch O. Schmiedeberg, Arch. f. exper. Path. 43, 57 (1899). 


2) Diese Z. 25, 165 (1898). 
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Wir geben das Verfahren und die Ergebnisse der fraktio- 
nierten Umscheidung von Clupein- und Salminsulfat nachstehend 
schematisch wieder. Fiir die Reinigung des Salmins erwies sich 
seine Umfallung aus konzentrierterer LoOsung (anfinglich 15°/jiger) 
mit wenig Wasser, als geeigneter, da dieses Priiparat nur wenig 
leichtlésliche Anteile enthielt; die Umifillung des Clupeinsulfats 
leitete man aus 7°/jiger Loésung ein. 


Tabelle 1. 


Fraktionicrung von Roh-Clupeinsulfat. 


{Angaben bedeuten: Qu.= Quotient N (Gesamtstickstoff): NH, (Amino- 
stickstoff); A.= Ausbeute in Prozent; angewandt 140 ¢ Rohclupeinsulfat; 
erste Umfallung vorgenommen durch Lésen in 2 Liter Wasser von 30—40° 
und Abkihlen auf 0°, abgeschiedene 6lige Fraktion nach ltagigem Stehen 
abgetrennt und noch 3mal der namlichen Umfallung unterworfen; Fraktionie- 
rung der Mutterlaugen nach Einengen im Vakuum bei 30° vorgenommen. |] 


Rohclupeinsulfat 
Qu. = 86 
nach 4maliger Umscheidung: 


Y 
Olfraktion I Vereinigte Mutterlaugen 
Qu. = 104 nach 8maliger Umscheidung: 
A. = 57%, | | 
Y 
Olfraktion II Vereinigte 1. bis 4. Mutterlauge 5. bis 8. Mutterlauge 
Qu. = 104 
A, = TP), nach 4maliger Umscheidung: n. Lmal. Umscheid.: 
| 
Y ¥ v 
Olfraktion IIT Vereinigte Mutterlaugen Olfraktion IIIa 
Qu. = 74 nach 4maliger Umscheidung: Qu. = 87 
A. = 6%, | A. = 
Olfraktion IV Vereinigte Mutterlaugen 
Qu. = 59 nach Imaliger Umscheidung: 
A, = | 
Olfraktion V Mutterlauge 
Qu. = 45 Qu. = 35 
A, == A. = 4°/, 
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Belege: a) Rohclupeinsulfat. 3,50 ¢ Substanz, in 100 ccm H,0 gelost. 
1.0 eem: 7,16 mg Gesamtstickstoff; 10,0 cem nach van Slyke: 1,48 cem N, 
(22°. 737 mm), d. i. 0.825 mg Aminostickstoff. 

b) Olfraktion I. 3,50 g Substanz, in 100 ccm H,O gelést. 1,0 ccm: 
6.56 mg Gesamtstickstoff; 10,0cem nach van Slyke: 1,09cem N, (19°, 
750 mm), d. i. 0,633 mg Aminostickstoff. 

c) Olfraktion 3,50 g Substanz, in 100 ccm H,O gelést. 1,0 ccm: 
7.94 mg Gesamtstickstoff; 10.0 cem nach van Slyke: 1,3l ecm N, (22°, 
746 mm), d. i. 0,764 mg Aminostickstoff. 

d) Letzte Mutterlauge (von Qu.= 35). 0,50 g¢ Substanz (durch Fallung 
mit Alkohol abgeschieden), in 25 cem H,O gelést. 1,0 cem: 3,69 mg Gesamt- 
stickstoff; 10,0 com nach van Slyke: 1,89 ccm N, (20°, 746 mm), d. i. 1,08 mg 


Aminostickstoff,. 


Tabelle 2. 
Fraktionierung von Rohsalminsulfat. 

(Angaben bedeuten: Qu.— Quotient N:NH,; A.— Ausbeute in Prozent; 
angewandt 180g Rohsalminsulfat; Umfallungen vorgenommen aus 15°/jiger 
Lésung.) 

Robsalminsulfat 
Qu. = 267 
nach 25maliger Umscheidung: 
| 


Olfraktion I Vereinigte 1. bis 7. Mutterlauge — &. bis 25. Mutterlauge 
Qu. — 340 nach 2maliger Umscheidung: n. 2mal. Umscheidung: 
A. = 55°/, | 
Y Y 
Mutterlauge I Olfraktion IT Olfraktion IIT Mutterlauge II 
vereinigt 
Qu. = 32 Qu. = 305 Qu. = 40 
A. = 33°, A, = 


Belege: a) Rohsalminsulfat. 3,00 g Substanz, in 100 ccm H,O gelést, 
10cem: 6,45 mg Gesamtstickstoff; 10,0 cem nach van Slyke: 0,41 cem N, 
(19°, 735 mm), d. i. 0.227 mg Aminostickstoff. 

b) Olfraktion I. 2.9384 g Substanz, in 100 ccm H,O gelést. 1,0 ccm: 
6.44 mg Gesamtstickstoff; 190,0cem nach van Slyke: 0,36 ccm N, (30°, 
742 mm). d. i. 0,190 mg Aminostickstoff. 

c) Mutterlauge IT. 1.0 cem Lésung: 4,33 mg Gesamtstickstoff; 5,0 cem 
nach van Sivke: 1,24 ecm N, (20°, 739 mm), d. i. 0,686 mg Aminostickstoff. 


Analysen der gereinigten Protamine: a) Gereinigtes Clupeinsulfat 
(Olfraktion 1). 

Jufttrockene Substanz gahen, bei 110° getrocknet, 0,2050 
Wasser ab. 

1.0000 ¢ Jufttrockene Substanz ergaben 0,0012 ¢ Asche. 

W504) o Infttrockene Substanz ergaben 0.2160 BaSOy,. 
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0,0100 ¢ Substanz ergaben nach Kjeldahl 10,75 cem n/70-NHg,, ent- 
sprechend 2,15 mg Stickstoff. 

0,3500 g Substanz ergaben nach van Slyke 1,29 ccm N, (20°, 740 mm), 
entsprechend 0,734 mg NH,-Stickstoff. 

Drehung einer Lésung, enthaltend 4,28 mg Stickstoff pro cem, im 
2 dm-Rohr bei 20° beobachtet zu «@ = — 2,78°. 

b) Gereinigtes Salminsulfat (Olfraktion I). 

3,3376 g lufttrockene Substanz gaben, bei 110° getrocknet, 0.3908 g 
Wasser ab. 

0.5196 g lufttrockene Substanz ergaben 0,0004 g Asche. 

0.5877 lufttrockene Substanz ergaben 0,2414 g BaSO,. 

0,0294 g Substanz ergaben nach Kjeldahl 32,20 cem n/70-NH,, ent- 
sprechend 6,44 mg Stickstoff. 

0,2938 g Substanz ergaben nach van Slyke 0,36 ccm N, (30°, 742 mm), 
entsprechend 0,190 mg NH,-Stickstoff. 

Drehung einer Lésung, enthaltend 6,44 mg Stickstoff pro cem, im 
1 dm-Rohr bei 20° beobachtet zu = — 1,87°. 


Tabelle 3. 


Analysen der gereinigten Protaminsulfate. 
(Angaben bedeuten Prozent.) 


raparat bez. a | RA 
Wasser |Asche|H,SO,J | 
Clupeinsulfat 10,2 0,12 | 17,8 21,5 24,0 104 325° 
Salminsulfat 11,7 0,08 | 17,3 21,9 24,8 340 2909 


Bausteinanalysen: a) Gereinigtes Clupeinsulfat. 

1,00 ¢ wurde mit 12 ccm 25 vol.-°/,iger Schwefelsiure 48 Stunden bei 
145° hydrolysiert [hierbei Zuwachs an freien NH,-Gruppen gemessen ent- 
sprechend 23,5 cem 0,2 n.')], das mit Wasser verdiinnte Hydrolysat nach Ent- 
fernung der Schwefelsiure mittels Baryt auf 100 ccm eingeengt; das Verhaltnis 
(cesamtstickstoff: NH,-Stickstoff in diesem betrug 3,23 [1,0 cem: 2,136 mg Ge- 
samtstickstoff; 5,0 ccm nach van Slyke: 5,93 ccm N, (23°, 735 mm), ent- 
sprechend 3,301 mg NH,-Stickstoff]. 

Aus 20 ccm des Hydrolysats (enthaltend 42,72 mg Stickstoff) wurden 
nach dem Zusatz von Flaviansaure 0,3310 ¢ Argininflavianat abgeschieden, 
entsprechend 38,0 mg Argininstickstoff, d. i. 88,9°/, des Gesamtstickstoffs. 

Aus dem mittels Baryt und durch Kochen mit Tierkohle von Flavian- 
siure befreiten Filtrate vom Argininflavianat (eines gréBeren Versuchsansatzes), 
enthaltend 108,8 mg Monoaminosaurestickstoff, wurden nach dem Eindampfen 
zur Trockne durch wiederholte Extraktion mit absolutem Alkohol und Reinigen 
der Extrakte durch Wiedereindampfen und Wiederaufnehmen in Alkohol 
insgesamt 21,7 mg, d.i. 19,94°/, als auf Prolin entfallend isoliert; der Anteil 
des Prolins an den Monoaminosiuren im Clupein betrigt somit ein Fiinftel. 


') In einem anderen Beispiele gemessen entsprechend 22,5 cem 0,2 n. 
15* 
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b) Gereinigtes Salminsulfat. 

2,00 ¢ wurden mit 40 ccm 25 vol.-°/,iger Schwefelsiure 60 Stunden bei 
145° hydrolysiert (hierbei Zuwachs an freien NH,-Gruppen gemessen ent- 
sprechend 45,2 ccm 0,2 n.), die Lésung nach dem Entfernen der Schwefelsaure 
mit Baryt auf 150 ccm gebracht. Quotient N: NH, entsprechend 3,54 [1,0 ccm: 
2,66 mg Gesamtstickstoff; 5,0 eem nach van Slyke: 6,95 ccm N, (24°, 736 mm) 
entsprechend 3,752 mg NH,-Stickstoff]. 

50 com Hydrolysat (enthaltend 133 mg Stickstoff) ergaben 1,0328 ¢ Ar- 
gininflavianat, entsprechend 118,8 mg Argininstickstoff, d. i. 89,3°/, des Ge- 
samtstickstoffs. 

Aus der von Flaviansaure befreiten Lésung (eines gréBeren Ansatzes), 
mit 39,2 mg Monoaminosaurestickstoff, wurden nach dem Eindampfen zur 
Trockene durch absoluten Alkohol 15,3 mg Stickstoff als auf Prolin ent- 
fallernd extrahiert; dies entspricht einem Verhaltnis von 3 Mol. Prolin aut 
7 Mo!. Monoaminosauren (hierfiir berechnet 16,8 mg Prolinstickstoff). 

c) Leichtest lésliche Fraktionen aus Rohclupein und Rohsalmin. 

Der Arginingehalt dieser Fraktionen unterschied sich nicht wesentlich 
von dem der als Ole gereinigten Protamine. So betrug der Gehalt an Arginin- 
stickstoff 88,2°), fiir das Hydrolysat aus der Rohclupeinfraktion (Qu = 35) 
bzw. 89,3°/, fiir das der leichtest léslichen Fraktion aus Rohsalmin (Qu = 32). 
Der Prolingehalt der Hydrolysate wurde nur aus dem Verhaltnis Gesamt- 
stickstoff: NH,-Stickstoff nach der Abtrennung des Arginins ermittelt; dieses 
betrug 1,51 fiir das Praparat aus Rohclupein bzw. 1,78 fiir das aus Rohsalmin. 
Der Anteil des Prolins am Aufbau des Molekiils erscheint danach in diesen 
Fraktionen gegeniiber den entsprechenden gereinigten Olfraktionen ver- 
schoben, erhéht im Beispiel des Clupeins, etwas geringer in der leicht léslichen 
Fraktion aus Salmin. 

Die aus den oben angefithrten Bestimmungen sich ergeben- 
den Mengenverhiltnisse der einzelnen Aminosiuren sind fiir ge- 
reinigtes Clupein und Salmin nachfolgend tabellarisch zusammen- 
gestellt; fir die relative Beteiligung von Alanin und Valin 
sind vorliufig die von A. Kossel und H. PD. Dakin?) friiher er- 


Tabelle 4. 


Verhaltnis der Aminosdiurebausteine in Clupein und Salmin. 
(Angaben bedeuten Molekiile.) 


Aminosiure Clupein 
Arginin ..... 10 14 
3 
3 


1) Diese Z. 41, 407 (1904). 
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yittelten Verhaltnisse angenommen worden; der Seringehalt ist 
durch Methoxylbestimmung der mit Dimethylsulfat methylierten 
Proteine ermittelt. 
II. Uber Protaminase. 
1. Vorkommen. 

Die Protaminase, die wir hier erstmals als selbstiindiges enzy- 
matisches Individuum in der Pankreasdriise beschreiben, ist von 
den wbrigen und schon bekannten proteolytischen Enzymen des 
Pankreas schon nach ihrem Vorkommen zu unterscheiden. Ihre 
Wirkungen nimmt man z. B. wahr in den Ausziigen aus Schweine- 
pankreas, wihrend das Enzym im Rinderpankreas, das die ibrigen 
proteolytischen Enzyme in ahnlichem Mengenverhiltnis wie die 
Schweinedrtise aufweist, nicht vorzukommen scheint. Enterokinase- 
freie Glycerinausziige aus Rinderdriisen weisen gar keine deutlich 
wahrnehmbare Wirkung gegeniiber Protaminen, Clupein oder Sal- 
min, auf, wihrend diese Proteine durch die Ausziige aus Schweine- 
pankreas glatt angespalten werden. Da das Enzym schon ohne die 
Gegenwart der Enterokinase seine Wirkung auf Protamine entfaltet, 
so ist dieses Hnzym und nicht, wie man annalimn!), die pankreatische 
Carboxy-Polvpeptidase als die gegeniiber Protaminen wirksame 
enzymatische Komponente der frither beschriebenen Priiparate 
von ,,nichtaktiviertem Pankreastrypsin™ anzusehen. 


Tabelle 5. 
Proteolytische Wirkungen der Glycerinausziige aus frischem Pankreas 
von Rind und Schwein. 

[0,50 cem Auszug (1:10) aus Rinderpankreas bzw. 0,25 ccm Auszug aus 
Schweinepankreas; angewandt fiir Dipeptidase: 0,188 g d, l-Leucyl-glycin, 
Stunde Aminopolypeptidase: 0,242 g ] Stande; Carb- 
oxvpolypeptidase: 0,051 g Chloracetyl-1-tyrosin, 1 Stunde; tryptische Protei- 
nase: 0,30 ¢ Casein (Merck), 20 Minuten, mit Enterokinase aktiviert bzw. 
3 Stunden, ohne Aktivierung durch Kinase; Protaminase: 0,20 ¢ Clupeinsulfat, 
I Stunde; px jeweils optimal, fiir die Bestimmung der Protaminase — 8,0; 
30°; bedeuten den an ccm 0,2 n-COOH bzw. NH,.| 


irkung von 
Enzymlésung} | a Car boxypolyp. _ Proteinase | 
| & 2 nicht- | akti- | nic akti- | aminase 
| aktiviert | viert viert | 
tind . . | 0,60 0,70 0,47 0, 82 0,08 0,05 
Schwein . . | 0,50 0,65 0,28 0,95 0,12 0,80 


1) Vel. E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217, 
und zwar 8, 2219 (1929). 


| 

| 
| | 

| 

| 
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Tab. 5 vermittelt den Vergleich der verschiedenen proteo- 
lytischen Wirkungen in Glycerinausziigen aus frisch getrocknetem 
Pankreas von Rind und Schwein gegeniiber spezifischen Sub- 
straten. 


2. Verfahren der Reinigung. 


Fir die I[solierung der Protaminase von den begleitenden 
proteolytischen Enzymen war wegleitend die Erfahrung, dab das 
Enzym in seinem Adsorptionsverhalten mit der Proteinase aus 
Pankreas weitgehende Ubereinstimmung zeigt. Man befolgt daher 
zweckmaBig das Verfahren zur Reinigung der Pankreasproteinase, 
wie es EK. Waldschmidt-Leitz und <A. Purr!) beschrieben 
haben: in den mit Tonerde (bei saurer Reaktion) von den erep- 
tischen) Enzyinen und (bei neutraler Reaktion) von Carboxy- 
Polypeptidase befreiten Adsorptionsmutterlaugen findet sich neben 
Proteinase die Protaminase in guter Ausbeute (Tab. 6). Ks ist 
noch nicht erreicht, das protaminspaltende Enzym von der tryp- 


Tabelle 6. 


Beispiel der Isolierung von Protaminase. 


| Verfahren: 30ccem  Glycerinauszug aus Schweinetrockenpankreas 
(1:10) + 30 ccm H,O + 3,5 ecm n. Acetatpuffer von py = 3,8 (ergibt py = 4.0) 
6mal mit je 3,0 ccm Tonerdesuspension (', (= je 90 mg Al,O,) adsorbiert (Ab- 
trennung der ereptischen Enzyme); Adsorptionsrestlésung nach Neutralisa- 
tion mittels n. NaOH noch 7mal der Adsorption mit je 5,0 ccm Tonerde (', 
(= je 150 mg Al,O,) unterworfen (Abtrennung der Carboxypolypeptidase) ; 
Operationen ausgefiihrt unter Eiskiihlung; Angaben bedeuten die Wirkungen 
aliquoter Teile der Enzymlésungen bei 30° und unter optimalen Bestimmungs- 
bedingungen, ausgedriickt im Zuwachs an cem 0,2 n-COOH bzw. NH,; zur 
Bestimmung der Proteinase aktiviert mit Enterokinase. | 


oN Wirkung auf 
Kasein  Leucyl- Leucyl- Chloracet.-| Clupein- 
Enzymlésung | & (0,50 g) | diglyein | tyrosin 
= 
Glycerinauszug . | 0,25) 1,15 1 10,50) 0,65 | 0,95 | 1 53 
NachTonerdeads. | | | | 
bei po = 4,0 . | 0,257 20 | 0,70) 8 | 0,00) 8 0,005 150,70) 1) 0,40 
NachTonerdeads. | | | 
bei poh = 7 . | 0.70] 20 — — — 17 0,02) 1 | 0,40 


1) A.a. O. 
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tischen Proteinase zu trennen. Man kann aber leicht in dem 
Gemische die Wirkungen des tryptischen Enzyims ausschalten, 
welches allem die Aufladung mit Enterokinase bendtigt, wenn 
man von frisch gewonnenen, kinasefreien Pankreasauszigen aus- 
geht und die in den gereinigten Protaminaselosungen vorhandenen 
Spuren spontan aktivierter Proteinase durch Zusatz von wenig 
Kieralbumin inaktiviert; fiir die Wirkung der Protaminase auf 
Protamine und andere Substrate ist das Albumin ohne EinfluB 
(Tab. 7). 
Tabelle 7. 
Hemmung der Proteinase durch Albumin. 

[Enzymlésung (angewandt 3,0 ccm) entsprechend den Angaben der 

Tab. 6 bereitet und Bestimmungen vorgenommen, wie dort beschrieben, 


jedoch ohne Aktivierung mit Enterokinase; Angaben bedeuten den Zuwach- 
an ccm 0,2 n-COOH bzw. NH,.|] 


Zugesetzt Eieralbumin |” Wirkung auf 
(Kahlbaum) Kasein | Clupeinsulfat 
ms (0,30 g, 8 Stunden) | (0,20 g, 1 Stunde) 
0 0,35 0.40 
+ 0.02 0.40 


3. po-Abhangigkeit und Spezifitat. 


Die fir die Protaminasewirkung gegentiber Clupein opti:male 
Wasserstoffzahl entspricht schwach alkalischer Reaktion, pa = 
etwa 8,0 (Tab.8).  Hinsichtlich der px-Abhangigkeit seiner 
Wirkung wire also das Enzym mit den tryptischen Enzyme 
verwandt; dies kommt auch in der spezifischen Wirkungsweise 
der Protaminase zum Ausdruck, deren Angriff wie der der try p- 
tischen Enzyme am Carboxvlende der Substrate einsetzt. 


Tabelle s. 
Protaminasewirkung auf Clupein und Wasserstoffzahl. 
(0,20 Clupeinsulfat, in 5,0cem H,O gelést; 3.0 ccm Enzymlosung, 
nach dem Verfahren der Tab. 6 gereinigt; Proteinase durch Zusatz von 4 mg 
Fieralbumin ausgeschaltet; py eingestellt mit 0,1 n-NaOH; Stunde, 30°.) 


PH 70 7,4 7,1 5.0 | 33 | 8,5 
NH,-Zuwachs 0,25 0,40 0,50 25 
(ccm 0,2 n.) 


: 
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Die Spezifitétsprifung der Protaminase, deren Ergebnisse 
Tab. 9 verzeichnet, nahm man bei dem fiir die Hydrolyse des 
Clupeinsulfats optimalen px von 8,0 und mit einer nach dem 
Verfahren der Tab. 6 gereinigten und mittels Eieralbumin von 


Tabelle 9. 


Spezifitat der Protaminase. 
| Hydrolyse der Substrate (bei 30°) jeweils bis zum Stillstande der enzy- 
matischen Einwirkung durchgefiihrt, welcher durch die Wirkungslosigkeit 
weiterer Enzymzugabe kontrolliert war; Aktivitat der Protaminase gemessen 
an der Einwirkung auf 0,20 g Clupeinsulfat wahrend 1 Stunde.] 


ie 

ange- | ent- Zeit | 
Substrat wandt | halten 
mg mg N | cem | < Stdn. © 

1 | Clupeinsulfat') . . . . 200 42 3,0 | 0,40 3 | 0,62 
2 Salminsulfat'). . . . . 200 44 3.0 | 0,50 3 0,50 
3 1 Scombrinsulfat .. . . 20) 38 3,0 0,60 5 0.46 

4 Rohclupein?) —leichtlés). 

225 42 3,0 0,44 5 0.64 

5 | Clupeinester ..... 200 — 3,0 0,44 4 0,01 
6 | Salminester. . . 200 . 3.0 0,44 4 0,04 
7 | Benzyliden-C lupein®) 200 3,0 0,44 4 0.60 
8 | Clupeon nach Kossel*) 200) 44 3,0 | 0,36 6 1,01 
9 | Histopepton®) . . 125 19 3,0 0,44 5 0,20 
10 | Pepton ex alb. (Me rek) 200 — 3,0 | 0,36 4 0,01 
11 | Hexa-glycin. ... 75 -- 2,0 | 0,36 5 0,00 

12 | Leucyl-glycyltyrosin . . 50 ~~ 2,0 | 0,36 5 | 0,138) 
13 | Phenylalanyl-arginin . . 22 2,0 | 0,36 5 | 0,08 
14 | Leucyl-glycinanhydrid . 50 2,0 | 0,36 5 | 0,01 


1) Als alleiniges Spaltprodukt konnte in quantitativer Ausbeute Arginin 
isoliert werden (vgl. Kap. III). 

2) Als Spaltprodukt wurde durch Extraktion mit verdiinnten Methy!- 
alkohol ausschlieBlich Arginin isoliert (vgl. Kap. IIT). 

3) Beziiglich der Darstellung vgl. M. Bergmann und L. Zervas 
| Diese Zs. 152, 282 und zwar S, 284, FuBnote (1925/26)]. 2g Clupeinsulfat 
in 40cem H,O bei po = 9 mit iiberschiissigem Benzaldehyd versetzt, darauf 
2 Stunden unter Umschiitteln bei 0° sich selbst iiberlassen; das mit Alkohol 
gefallte Produkt war nach zweimaligem Umfiallen frei von Benzaldehyd; 
Qu. N: NH, = 197. 

4) Zur Darstellung vgl. M. Goto [Diese Zs. 37, 94 und zwar S. 106 
(1902 /03)]; der methylalkoholische Auszug der Spaltprodukte enthielt fast 
ausschlieBlich freies Arginin. 

5) Im methylalkoholischen Auszug des Reaktionsgemisches wurde tiber- 
wiegend freies Arginin nachgewiesen. 

6) Hydrolyse unvollstandig (entsprechend 38°/, einer Peptidbindung). 
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Proteinasewirkung befreiten Enzymlésung vor. Nach den An- 
saben der Tabelle ist die Protaminasewirkung auf die Hydrolyse 
basischer Substrate von mittlerer MolekulargréBe  beschrinkt 
(Nr. 1—4, 8 und 9); ein argininhaltiges Dipeptid, Phenylalanyl- 
arginin, wird nicht angegriffen (Nr. 13). Die beobachtete, ge- 
ringfiigige Spaltung des basenfreien ‘Tripeptids Leueyl-glyeyl- 
tyrosin (Nr. 12) dirfte kaum auf die Protaminase selbst, eher 
auf die Wirkung von Spuren beigemengter Polypeptidase gegen- 
uber diesem besonders leicht spaltbaren Substrate zuriickzufihren 
sein. Fir die Angriffsweise der Protaminase ist kennzeichnend, 
da wohl die Aldehydverbindung von Protamin (Nr. 7), aber 
nicht die Protaminester (Nr. 5 und 6) zerlegbar gefunden werden. 


III. Abbau von Clupein und Salmin durch Protaminase. 


Die Eimwirkung der Protaminase auf die Protamine, welche 
jeweils bis zum Stillstande der enzymatischen Reaktion durch- 
vefihrt wurde, beschrinkte sich auf die Abspaltung von Arginin, 
wie es sich gezeigt hat, vom Carboxylende der Protamine. Die 
Abtrennung des abgespaltenen Arginins von dem zweiten, loher- 
molekularen Spaltprodukt, Clupean bzw. Salman, gelingt leicht 
durch mehrmalige Umfallang des Verdauungsgemisches aus ver- 
diimntem, z. B. 80°/jigen Methylalkohol, von welchem nur das 
Arginin aufgenommen wird. Die so isolierte Menge desselben 
entsprach in beiden Fallen dem bei der Protaminaseeinwirkung 
cemessenen Zuwachs freier Amimogruppen. 


1. Aufspaltung von Clupein. 


Einwirkung der Protaminase. 10,0¢ gereinigtes Clu- 
peinsulfat (lufttrocken, enthalt 2,180 @ Stickstoff), in Wasser ge- 
lost und mit 0O,Jn-NaOH zu px = 8,0 versetzt, wurden mit 
300 cem nach Kapitel Il gereinigter und durch Zusatz von 0,30 g 
Kieralbumin von Proteinasewirkung — befreiter Protaminase- 
losung vermiseht, die Misechung auf 500 cem aufgefillt und bei 
30° belassen; den Verlauf der Hydrolyse bestimmte man mit 
9.0 cem des Ansatzes (entspricht 0,10 ¢ Clupeinsulfat) nach dem 
Verfahren von van Slyke. Der gemessene NH,-Zuwachs ent- 
sprach nach 90 Minuten 1,60 cem N, 735mm) und nach 
150 Minuten ebenfalls 1,60 cem N, (22°, 785mm); auch durch 
erneute Enzymzugabe war keine weitere Steigerung des NH,- 
Zuwachses zu erreichen. 


i 
ii 
| 

| 
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Trennung der Spaltprodukte. Nach beendeter Knzym- 
emwirkung wurde das Reaktionsgemisch zur Inaktivierung des 
Enzyms im siedenden Wasserbad 1 Stunde lang erlitzt, wobei 
das zur Hemmung zugesetzte Eieralbumin sich abschied, und 
nach dessen Abtrennung durch Filtration bei Zimmertemperatur 
durch Zusatz von Methylalkohol zu einer Konzentration von 
vefiillt. Der in Methylalkohol unlésliche Niederschlag wurde 
nach dem ‘Trocknen erneut in Wasser aufgenommen, die Lésung 
wieder, wie oben beschrieben, mit Methylalkohol gefallt und diese 
(Operation noch 3 mal wiederholt. In der ersten methylalkoholischen 
Losung fanden sich insgesamt 340 mg, in der zweiten 40,4, In 
der dritten 16,6, in der vierten 7,3 und in der fiinften noch 2,8 meg 
Stickstoff, zusammen also 407,1 mg, d. i. 18,7°/) vom Stickstoff 
des angewandten Clupeinsulfats und 21°/) des gesamten Arginin- 
stickstoffs. 

Identifizierung des Arginins. Der Quotient Gesamt- 
stickstoff: Aminostickstoff in den methylalkoholischen Extrakten 
betrug, dem von freiem Arginin entsprechend, 3,78 [1,0 cem des 
vereinigten 1. und 2. methylalkoholischen Auszugs: 3,276 mg 
Gesamtstickstoff; 5,0cem nach van Slyke: 7,91ceem N, (21°, 
720 mm), d. 1. 4,34 mg Aminostickstoff].. Auch nach einer Hydro- 
lyse mit Siiure entsprach der NH,-Gehalt dem fiir freies Arginin 
zu erwartenden” |Hydrolyse von ‘Trockenriickstand des ver- 
einigten 1. und 2. Auszugs, enthaltend 90mg _ Stickstoff, in 
10cem H,O mit 2,5eem konz. H,SO, wihrend 48 Stunden bei 
145°; 1,0 cem des auf 30 cem aufgefiillten Hydrolysats: 2,97 mg 
Gesamtstickstoff; 5,0cem nach van Slyke: 7,24cem N, (22°, 
724mm), entspricht 3,99 mg Aminostickstoff; hieraus Quotient 
N: 8,79). 

Die in den methylalkoholischen Ausziigen geléste stickstoft- 
haltige Substanz lieB sich durch Fallung mit Flavianséure quanti- 
tativ als krystallisiertes Argininflavianat abscheiden (Trocken- 
riickstand des vereinigten 1. und 2. Auszugs, entsprechend einem 
Stickstoffgehalte von 30,5 mg, in Wasser gelést und mit Flavian- 
siiure gefillt: 0,2677 g Argininflavianat entsprechend 30,70 mg 
Argininstickstoff, d. 1. 100,6°/9) . 

Analyse des Clupeans. Der in Methylalkohol unldsliche 
Anteil des Verdauungsgemisches (isoliert entsprechend insgesamt 
1,724 ¢ Stickstoff, d. i. 79,1°/, von dem des angewandten Clupein- 
sulfats) wurde durch einmaliges Umfillen als Ol aus konzentrierter 
wiBriger Lésung von geringen Mengen beigemengter Verunreini- 
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eungen, der Enzymlosung und etwas abgebautem Albumin ent- 
stammend, befreit. Sein Aminostickstoffgehalt erwies sich als 
nahezu identisch mit dem des Clupeins selbst, entsprechend 
Qu..N: NH, = 98 [1,0 cem waBrige Losung: 7,410 me Gesamt- 
stickstoff; 10,0 cem nach van Slyke: 1,32 cem N, (19°, 742 mim), 
entsprechend 0,753 mg Amunostickstoff}. Auch die spezifische 
Drehung des Clupeans war von der des Clupeins nicht deutlich 
unterschieden, man bestimmte [a];’ zu — 830° (Drehung einer 
Loésung, enthaltend 7,41 mg Stickstoff pro Kubikzentimeter, im 
1 dm-Rohr bei 20° beobachtet zu = — 2,469). Die Fillungs- 
reaktionen fiir Protamine (Niederschlagsbildung mit  WKasein, 
Sulfosalicylsiure, Ferrocyanwasserstoff) fielen fiir das Clupean 
gleichfalls positiv aus. Der Argininstickstoffgehalt erwies sich 
gegeniiber dem des Clupeins entsprechend der abgespaltenen 
Argininmenge erniedrigt (aus 0,2000 ¢ Clupean, enthaltend 42,4 me 
Stickstoff, nach Siéurehydrolyse gewonnen 0,3145 ¢ Arginin- 
flavianat entsprechend 36,1 mg Argininstickstoff, d. i. 85,2, des 
Gesamtstickstoffs). 


2. Aufspaltung von Salmin. 

Die Einwirkung der Protamine auf Salmin und die Trennung 
der Hydrolysenprodukte nahm man iihnlich vor, wie fiir Clupein 
beschrieben. Der Stillstand der Protaminasewirkung entsprach 
einem NH,-Zuwachs von 0,50 cem 0,2 n. fiir 0,20 ¢ Salminsulfat. 
Aus 18,06 ¢ Salminsulfat (enthaltend 38,9732 ¢ Stickstoff) isolierte 
man nach erfolgter enzymatischer Hydrolyse in den beiden ersten 
methylalkoholischen Ausziigen 445 bzw. 72 me Stickstoff ent- 
haltende Substanz vom Quotienten N: NH, == 5,90 {1,0 cem: 
1,78 mg Gesamtstickstoff; 5,0cem nach van Slyke: 4,22 cem 
N, (24°, 738 mm), d.i. 2,289 mg Aminostickstoff|, baw. — 4,45 
[1,0cem: 0,72 me Gesamtstickstoff; 5,0cem nach van Slyke: 
1,50cem N, (20°, 738 mm), d.i. 0,810 mg Aminostickstoff|, also 
einem nur wenig hdheren als dem von freiem Arginin; die nach- 
folvenden methylalkoholischen Extrakte enthielten nur noch un- 
bedeutende Mengen geléster Substanz. Die Menge des so isolierten 
NH,-Stickstoffs (insgesamt 1380,2img) entsprach dem bei der 
Hydrolyse beobachteten NH,-Zuwachs (berechnet 127,7 mg NH,- 
Stickstoff). Die abgespaltene und im Methylalkohol geléste Menge 
freien Arginins (entsprechend 517mg Argininstickstoff) betrug 
demnach 14,49), vom gesamten Arginingehalte des angewandten 
Salmins, 
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Identifizierung des Arginins. Aus 20cem des ersten 
methylalkoholischen Auszugs (Qu. = 3,90), enthaltend 35,6 mg 
Stickstoff, wurden Flaviansiiure 0,8114¢ Argininflavianat 
entsprechend 35,7 mg Argiminstickstoff isoliert; die Ausbeute an 
Arginin belief sich also auf 100,3°/5. 

Analyse des Salmans. Der in Methylalkohol unlésliche 
Anteil der Hydrolysenprodukte (isoliert entsprechend 38,2215 ¢ 
Gesamtstickstoff, d.i. 81,2°/, vom Stickstoff des angewandten 
Salmins) wurde durch einmaliges Umfillen aus Wasser als Ol] 
gereinigt. Der Aminostickstoffquotient (Qu. = N:NH,) stieg 
Inerber von Qu. = 310 auf Qu. = 342 |1,0 cem waBriger Lésung: 
434mg Gesamtstickstoff; 10,0 cem nach van Slyke: 0,25 cem 
Ny (20°, 739mm), d.i. 0,140 mg Aminostickstoff] bzw. 1,0 cem 
wibriger Losung: 9,74 me Gesamtstickstoff; 5,0 cem nach 
van Slyke: 0,26cem N, (22°, 744mm), d.i. 0,143 mg Amino- 
stickstoff) zufolge der Abtrennung gerinefiigiger Mengen der 
Protaminaselésung  entstammender, leichtlésleher Verunreini- 
vungen. Der NH,-Gehalt des Salmans stimmt somit mit dem des 
Salmins iiberein. Dies gilt in gleicher Weise fiir die spezifische 
Drehung (Drehung einer Lésung, enthaltend 4,34 mg Stickstoff 
pro Kubikzentimeter, im 2dm-Rohr bei 20° beobachtet zu 
— 2,659: hierauf [a]; = — 306°) wie fiir die Fiallbarkeit 
durch Kasein, Sulfosalicylsiure oder Ferrocyanwasserstoff, nach 
welcher Salmin und sein Abbauprodukt nicht unterschieden 
werden kénnen. Der Argininstickstoffgehalt des Salmans war 
vegeniiber dem des Salmins entsprechend dem Betrage abge- 
spaltenen Arginins herabgesetzt (aus 0,1800 ¢ Salman, enthaltend 
36,9 mg Stickstoff, nach Siéurehydrolyse gewonnen  0,2804 
Argininflavianat entsprechend 82,2 Argininstickstoff, d.1. 
87,2°/, des Gesamtstickstoffs). 


Der Deutschen Forschungsgemeinsehaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Synthese der Bilirubin- und Xanthobilirubinsdure 
und ihrer Isomeren, sowie Synthese von Tripyrranen 
und bilirubinoiden Farbstoffen. ') 

Von 


Hans Fischer und Erich Adler. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Marz 1931.) 


Die Bilirubinséiure entsteht bei der [isessig—Jodwasserstoff- 
reduktion des Builrubins unter Bedingungen, unter denen der 
Blutfarbstoff in seine Bausteine zerfallt. Daf sie ein primiires 
Spaltprodukt des Bilirubins ist, wurde durch Alkoholatabbau 
erhirtet, wobei Xanthobilirubinséure entsteht, die durch Reduk- 
tion leicht in Bilirubinsiiure tbergeht. Folgende Konstitutions- 
formeln wurden fiir die beiden Siuren aufgestellt und auf analy- 
tischem Wege bewiesen: 


Il | 
HOW CH, 
NH N 


Die Oxydationergab Methylathylmaleinimid und Himatinsiiure, 
die energische Reduktion mit Jodwasserstoffsiure Kryptopyrrol 
und Kryptopyrrolcarbonsiure. Man muB also die Stabilisierung 
des Pyrromethan- bzw. Pyrromethensystems durch den [intritt 
der Hydroxylgruppen in Pyrrolkern I annehmen, eine Anschauung, 
die auch auf synthetischem Wege ihre Bestatigung erfahren hat. 


1) V. Mitteilung iiber synthetische Versuche iiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffs. IV. Mitteilung vgl. H. Fischer u. A. Kiirzinger, Diese Z. 
(im Druck). 
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Als Ansgangsinaterial fiir die Synthese der Builirubinsiure 


kam in erster Linie das bereits bekannte 
brom-4’-propionsiiure-pvrromethen-bromhydrat!) in Frage, dessen 


CH,-CH,-COOH 
HI 
Bri \ CH; 
NH NH 
br 


Brom durch Hydroxyl ausgetauscht werden muBte, um = zur 
Xanthobilirubinséure zu gelangen. Daf das Bromatom in der- 
artigen Methenen Jabil war, war schon lange bekannt, beruht 
doch auf der Labilitit des Bromatoms in derartigen Pyrromethenen 
eine der wichtigsten Porphyrinsynthesen und war ja auch die 
Atioporphyrinsynthese aus einem ITI analog gebromten Methen in 
der Absicht, ein analoges Oxymethen zu synthetisieren?), gegliickt, 
wihrend Il] in der Bernsteinsiiureschmelze Mesoporphyrin II 
ergeben hatte.) Nach zahlreichen Versuchen*) gelang es schlieh- 
hich, durch Umsetzung mit Silber- bzw. [Kaliumacetat den Aus- 
tausch des Broms gegen Hydroxyl zu vollziehen. Durch Erhitzen 
des Pyrromethens Nr. III mit 8 Mol Acetat in Eisessig fand die 
Bromabspaltung statt, erkennbar an der Bildung von Brom—Silber 
und als Reaktionsprodukt konnte ein in citronengelben Prismen 
krystallisierender isoliert werden, der auf Grund _ aller 
Kigenschaften, seines chemischen Verhaltens und seiner Analysen- 
werte mit Xanthobilirnbinsiure identifiziert werden konnte. Der 
Schmelzpunkt der synthetischen Xanthobilirubinsiure lag bei 
29)0—291°, also in der gleichen Hohe wie der von Xanthobili- 
rubinsiiure aus Mesobilirubinogen.°) 

Im ibrigen ist der Schmelzpunkt der analytischen Xanthobilirubin- 
siure nicht konstant. Die Ursache kann bedingt sein durch Tautomerie, 
indem fiir die Xanthobilirubinsdure, die durch Formel II wiedergegeben wird, 
ja ebensowoh] eine Ketoform denkbar ist. Die synthetische Xanthobilirubin- 
siure, zur Leukoverbindung reduziert und reoxydiert, schmolz bei 293°. 

Besonders schén krystallisiert der Ester der Xanthobilirubin- 
siiure.®) Wir fiihrten deshalb das synthetische Produkt in den 


') H. Fischer u. Berg, Liebigs Ann. 482, 193 (1930). 
-) Liebigs Ann. 448, 18] (1926). 

*) Liebigs Ann. 482, 193 (1930). 

*) H. Fischer u. W. Fréwis, Diese Z. 195, 49 (1931). 
°) H. Fischer, Z. Biol. 65, 174 (1914). 

*) Ber. chem. Ges. 47, 2333 (1914). 
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Ester aber, der prachtvoll krystallisierte und im Mischschmelz- 
unkt keinerlei Depression gab. Der Kster gibt ein braunrotes, 
schon krystallisiertes Chlorhydrat, das mit Lésungsmitteln oder 
beim Erwirmen auf 100° den Chlorwasserstoff schnell abgibt 
unter Regenerierung des gelben Hsters, ein Verhalten, das vor 
kurzem auch beim Ester—Chlorhydrat der Benzyliden-neobili- 
rubinsiure!) beobachtet wurde. Die synthetische Xanthobili- 
rubinsiure lieB sich genau so wie das analytische Priiparat*) durch 
Natriumamalgam wie Eisessig—Jodwasserstoffreduktion eine 
Leukoverbindung iiberfiihren, die prachtvoll krystallisierte und 
bei 187—188° schmolz. Der Mischschmelzpunkt mit Bilirubin- 
siiure aus Bilirubin ergab keinerlei Depression. Auch durch 
Natriummethylat bei 180° ]éBt sich aus dem Brom-pyrromethen 
Nr. Ill der Austausch des Broms gegen Hydroxy] erzielen. Primiar 
bildet sich sicherlich der Methoxykorper, der unter den angewandten 
Bedingungen der Verseifung anheimfallt. Hierbei tritt Porphyrin- 
bildung als Nebenreaktion in starkem MaBe ein, aber schlieBlich 
gelang durch Veresterung des erhaltenen Rohproduktes mittels 
Dimethylsulfat die Isolierung des Xanthobilirubinsiiureesters, der 
wieder durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt identifiziert 
wurde. Die Ausbeute ist hier geringer als nach der Acetatmethode. 
Der Ather der Xanthobilirubinsiure liBt sich leicht nach dem von 


H,C=—CH, -CH, 


| 
NH N 


lV 


H. Fischer und Fréwis?) angegebenen Verfahren isolieren. Zu 
dem Zweck wird das gebromte Methen Nr. III mit methylalkoho- 
lischer Kalilauge auf dem Wasserbad umgesetzt, wobei sich das 
schwer lésliche Kaliumsalz abscheidet. Der Ather unterscheidet 
sich von der Xanthosiure durch seine leichte Léslichkeit, besonders 
in Chloroform. Aus Chloroform—Petrolither wurde die freie Ver- 
bindung in gelben Nadeln vom Schmelzp. 145—146° erhalten. Der 
Ather ist in n/10-Natronlauge mit gelber Farbe léslich, ebenso in 
10°/jiger Natronlauge in der Hitze. Beim Erkalten krystallisiert. 
das Natriumsalz in gelben Niadelchen aus. Mit Hilfe von Diazo- 
methan wurde der Methylester des Xanthobilirubinsiiure—Athers 


') H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 199 (1931). 
*) H. Fischer u. Rése, Ber. chem. Ges. 46, 441 (1913). 
*) Diese Z. 195, 49 (1931). 
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erhalten. Dieser schmilzt bei 62°. Der Ather ist schr leicht ver- 
seifbar; so wurde beim Versuch, den Ester—Ather mittels methyl- 
alkoholischem Chlorwasserstoff zu erhalten, das rote Chlor- 
hydrat des Xanthobilirubinsiiureesters erhalten. Ebenso gelinet 
die Spaltung des Athers zur Xanthobilirubinsiure durch Erhitzen 
mit Natriummethylat im zugeschmolzenen Rohr oder durch die 
tesorcinschmelze. 

Auf Grund all dieser Feststellungen ist die Bilirubin- und 
Xanthobilirubinsiureformel im Sinne von I[ und IIL definitiv 
bewiesen und ist die synthetische Methode weitaus die bequemste 
Methode fiir die priparative Gewinnung der beiden Spaltprodukte 
des Bilirubins. Die Methode lat sich auch in groBen MaBstab 
iibertragen. Herr Breitner hat vor kurzem als Literaturpraparat 
nach dem beschriebenen Verfahren 40 ¢ Xanthobilirubinsiiure dar- 
vestellt. 

Nach erfolgter Synthese der Bilirubin- und Xanthobilirubin- 
siiure war es von groBem Interesse, die Isomeren kennenzulernen, 
welche durch ihre Verschiedenheit von dem ,,Naturprodukt* die 
Richtigkeit der Synthese bestiéitigen muBten und deren weiteres 
Verhalten an sich von Interesse war. Folgende 3 Méglichkeiten 
sind vorhanden: 


| | 
NH N 
V 
HOOC-H,C-H,C —— CH, 
| 
NH N 
VI 
CH, 
NH N 
Vi 


Alle drei wurden synthetisiert. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Xanthobilirubinséure V war das 
(3,3’,5’- Trimethyl-4-iithyl-5 - brom - 4’- propionsiure) - pyrromethen- 
bromhydrat!) notwendig. Mit Kaliumacetat wurde daraus die 
Xanthosiure V erhalten; sie ist der II éiuBerst ahnlich, 


1) H. Fischer u. Weichmann (unver6ffentlicht). 


( 
7 
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schmilzt bei 289—290° und gibt mit IL beim Mischschmelzpunkt 
nur eine undeutliche Depression von 1—2°. Gegen den EinfluBb 
von Natriummethylat ist sie ebenso widerstandsfahig wie die 
Xanthobilirubinsiure. Der Ester der Xanthosiure V bildet auch 
ein labiles Chlorhydrat, schmilzt bei 197° und gibt mit analytischem 
sowohl wie mit synthetischem Xanthosiureester eime  scharfe 
Depression auf 170—175°. Durch Amalgamreduktion wurde die 
Bilirubinséiure V gewonnen, die sich in der Krystallform und im 
Schmelzpunkt von I unterscheidet. Ihr Sehmelzpunkt liegt bei 
207%, der Mischschmelzpunkt mit DBilirubinsiiure (I) bei 181°. 

Zur Synthese von VI war das noch nicht bekannte zugrunde- 
liegende Methen VIII notig: 


HOOC H,C-H,C CH, 
(Br) NH N 
Vill HBr 


Die Kondensation von 2-Formy]-3-ithyl-4-methylpyrrol-5-carbon- 
siiure!) mit Hiamopyrrolearbonsiure fiihrte zum Carbonsiiure- 
methen VIIT; in ihm sitzt die Carboxylgruppe locker und schon 
beim Umkrystallisieren aus Hisessig trat Decarboxylierung ein; 
auf eine Analyse wurde deshalb verzichtet.. Bromierung in Itis- 
essig oder Ameisensiiure ergab in guter Ausbeute das gebromte 
Methen VIII ( ), das mit Hilfe von Silberacetat oder Kalium- 
acetat zur Xanthobilirubinséiure VI umsetzbar ist. Auch sie unter- 
scheidet sich im Schmelzpunkt nur um 1° von der Xanthosiure (IL) 
und gibt mit ihr nur eine unbedeutende Depression von 1—2°. 
Scharf charakterisiert ist aber auch sie durch den Ester, der 
ein in rhombischen Tafeln krystallisiertes braunrotes Chlorhydrat 
gibt und bei 205° schmilzt; sein Mischschmelzpunkt mit dem Ester 
von If liegt bei 180°. Die Bilirubinsiiure VI, in der iiblichen 
Weise gewonnen, bildet farblose, rhombische T'afeln vom Schmelz- 
punkt 174°; mit Bilirubinsdéure (I) gibt sie eine Schmelzpunkts- 
depression auf 160—165°. 

SehheBlich wurde aus dem (3,4’,5’-Trimethyl-4-iithyl-5-brom- 
3’-propionsiiure)-pyrromethen-bromhydrat?) mit Hilfe der Acetat- 
reaktion die Xanthobilirubinsiure VIT vom Schmelzp. 265° ge- 
wonnen; die Mischprobe mit Siéiure IT schmolz unscharf bei 265 bis 
270% Der Ester VIL zeigt den Schmelzp. 173°, die Bilirubin- 


') H. Fischer, Sturm u. Friedrich, Liebigs Ann. 461, 270 (1928). 
*) H. Fischer u. Berg, Liebigs Ann. 482, 194 (1930). 
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siure VII krystallisiert in langgestreckten, rechteckigen Tafelchen 
und schmilzt bei 171°; beide geben mit den entsprechenden Iso- 
meren IL bzw. I scharfe Depressionen. 

Alle diese Feststellungen bestiitigen wieder durchaus die 

tichtigkeit der Synthese der Bilirubinsiure. 

Hervorzuheben ist noch das eigenartige Verhalten des Methens III je 
nach der Darstellungsart. Im allgemeinen hat sich bei der Darstellung der 
vebromten Methene aus den zugehérigen Carbonséiuren die Bromierung in 
Ameisensdure als giinstiger erwiesen, jedoch tritt in diesem speziellen Fall 
hierbei leicht Perbrombildung ein und hier muB dann vor der Umsetzung 
mit Kaliumacetat das Perbrom entfernt werden, weil sonst Nebenreaktionen 
zu starker Verschmierung fiihren. Speziell fiir die Darstellung der Xantho- 
bilirubinsdure scheint deswegen im allgemeinen die Bromierung in Eisessig 
vorzuzichen zu sein, weil im Eisessig keine Perbrombildung stattfindet. 

Mit der Synthese der Bilirubinsiiure ist die Hialfte des Bili- 
rubinmolekuls synthetisiert. 

Mesobilirubin, das Reduktionsprodukt des Bilirubins, wird 
nun durch folgende Formel wiedergegeben : 


COOH HOOC 


| 
N NH H, NH N 
IX 


Durch reduktive Spaltung an der Methylengruppe wird Bilirubin- 
siiure einerseits und Neobilirubinsiure andererseits, die also um 
ele g-stiindige Methylgruppe iirmer ist als Bilirubinsaéure, erzeugt. 
Aus analytischer Neobilirubinsiiure ist bereits die Synthese des 
Mesobilirubins durchgefiihrt und fiir die Totalsynthese dieses 
KOrpers fellt die Synthese der Neo- bzw. Neoxanthobilirubin- 
siiure. Als Ausgangsmaterial lierfiir kime ein gebromtes Methen 
folvuender NKonstitutionsformel in Frage: 


NH NH-Br 


das analog wie III synthetisierbar sein sollte, also aus 8-Athyl-4- 
methyl-5-carbonsiiure-2-formylpyrrol und Opsopyrrolearbonsiure. 
Das gebildete Carbonsiiuremethen sollte dann mit Formaldehyd 
zum tetramolekularen Pyrrol kondensiert werden und nachtrig- 
lich an Stelle der beiden Carboxylgruppen die Oxygruppen ein- 
vefihrt werden. Die Reaktion scheiterte schon im ersten Stadium; 
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es konnte kein krystallisiertes Methen erhalten werden.') Des- 
halb wurden an Stelle der Formylverbindungen die Athoxykérper 
des carbithoxylierten Kryptopyrrols und der carbithoxylierten 
Kryptopyrrolcarbonsiure gewonnen, die gut krystallisieren und 
mit trisubstituierten Pyrrolen kondensieren zu krystalli- 
sierten Methanen. So wurde folgendes Methan, 


H,C, —,C,H, H,Cy——, CH, 
XI | | (CH, | 
———_Jcu, 
NH NH 
das der Bilirubinséiure nahe steht, erhalten. Die Ausbeute ist sehr 
cut, so daB das Methan auch als Ausgangsmaterial fiir die Bili- 
rubinsiure Verwendung finden kénnte, aber leider ist hier die 
Verseifung des Carbithoxyrestes ohne Zersetzungsprozesse nicht 
moglich gewesen. 

Die Kondensationsfaihigkeit der Athoxykérper mit Pyrrolen 
mit freier Methingruppe war aber erkannt und so sollte die Konden- 
sation mit Opsopyrrol oder Opsopyrrolearbonsiure zu 
Methan-carbithoxyverbindung fiihren mit freier Methingruppe, 
wie sie fiir die Synthese des Mesobilirubins in der ersten Stufe 
notwendig ware. Die Reaktion verlief aber anders. Ks reagierte 
ein Molekiil Opsopyrrol mit 2 Molekiilen der 2-Athoxymethyl-4- 
die zunichst fiir diese 
Versuche herangezogen wurde. Hs entstand das prachtvoll kry- 
stallisierte dreikernige Methan folgender Konstitution, 


COOH HOOC 
H,C ——CH,-CH, H,C-H,C,—,CH, 
CH 
H 


H,C,00C. —) 
NH N NH 
XII 


wie die Analysenwerte und die Titration bewiesen. Die Verseifung 
fihrt zu einer Tetracarbonsiure, die noch nicht in krystallisiertem 
Zustand erhalten werden konnte, die wir aber doch auf Por- 
phyrinbildung durch Erwairmen mit Ameisensiiure untersuchten, 
weil wir hofften, Porphyrine mit 6 Pyrrolkernen zu erhalten. 
Tatsichlich trat auch Porphyrinbildung ein, aber es entstand 
anscheinend ein Gemisch von Meso- und Koproporphyrin. Spektro- 


*) Die Versuche werden aber fortgesetzt, insbesondere unter modifi- 
zierten Bedingungen. 
16* 
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siure VII krystallisiert in langgestreckten, rechteckigen Tafelchen 
und schmilzt bei 171°; beide geben mit den entsprechenden Iso- 


meren Il bzw. I scharfe Depressionen. 
Alle diese Feststellungen bestiitigen wieder durchaus die 
tichtigkeit der Synthese der Bilirubinsaure. 


Hervorzuheben ist noch das eigenartige Verhalten des Methens IIT je 
nach der Darstellungsart. Im allgemeinen hat sich bei der Darstellung der 
vebromten Methene aus den zugehérigen Carbonséuren die Bromierung in 
Ameisensiure als giinstiger erwiesen, jedoch tritt in diesem speziellen Fall 
hierbei leicht Perbrombildung ein und hier muB dann vor der Umsetzung 
mit Kaliumacetat das Perbrom entfernt werden, weil sonst Nebenreaktionen 
zu starker Verschmierung fiihren. Speziell fiir die Darstellung der Xantho- 
bilirubinsiure scheint deswegen im allgemeinen die Bromierung in Eisessig 
vorzuziehen zu sein, weil im Eisessig keine Perbrombildung stattfindet. 


Mit der Synthese der Bilirubinsiure ist die Hialfte des Bili- 


rubinmolekils synthetisiert. 
Mesobilirubin, das Reduktionsprodukt des Bilirubins, wird 


nun durch folgende Formel wiedergegeben: 
COOH HOOC 


| 
N NH H, NH N 
ix 


Durch reduktive Spaltung an der Methylengruppe wird Bilirubin- 
siiure eimerseits und Neobilirubinsiure andererseits, die also um 
elne g-stiindige Methylgruppe iirmer ist als Bilirubinsdure, erzeugt. 
Aus analytischer Neobilirubinsiure ist bereits die Synthese des 
Mesobilirubins durchgefiihrt und fiir die Totalsynthese dieses 
fehlt die Synthese der Neo- bzw. Neoxanthobilirubin- 
siiure. Als Ausgangsmaterial hierfiir kime em gebromtes Methen 
foleender Konstitutionsformel in Frage: 


C,H, H,C 
x | 
B 
NH NH-Br 


das analog wie III synthetisierbar sein sollte, also aus 8-Athyl-4- 
methyl-5-carbonsiiure-2-formylpyrrol und Opsopyrrolearbonséure. 
Das gebildete Carbonsiiuremethen sollte dann mit Formaldehyd 
zum tetramolekularen Pyrrol kondensiert werden und _ nachtrig- 
lich an Stelle der beiden Carboxylgruppen die Oxygruppen ein- 
vefiihrt werden. Die Reaktion scheiterte schon im ersten Stadium; 
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es konnte kein krystallisiertes Methen erhalten werden.') Des- 

° halb wurden an Stelle der Formylverbindungen die Athoxykérper 
des carbithoxylierten Kryptopyrrols und der carbathoxylierten 
Kryptopyrrolearbonsiure gewonnen, die gut krystallisieren und 
mit trisubstituierten Pyrrolen kondensieren zu schén_ krystalli- 
sierten Methanen. So wurde folgendes Methan, 


CHy-CH,-COOH 
XI —_—__Jou, 
Nu Nit 


das der Bilirubinséiure nahe steht, erhalten. Die Ausbeute ist sehr 
cut, so daB das Methan auch als Ausgangsmaterial fiir die Bili- 
rubinsiure Verwendung finden kénnte, aber leider ist hier die 
Verseifung des Carbithoxyrestes ohne Zersetzungsprozesse nicht 
moglich gewesen. 

Die Kondensationsfihigkeit der Athoxykérper mit Pyrrolen 
mit freier Methingruppe war aber erkannt und so sollte die Konden- 
sation mit Opsopyrrol oder Opsopyrrolearbonsiure zu einer 
Methan-carbithoxyverbindung fiihren mit freier Methingruppe, 
wie sie fiir die Synthese des Mesobilirubins in der ersten Stufe 
notwendig ware. Die Reaktion verlief aber anders. Es reagierte 
ein Molekiil Opsopyrrol mit 2 Molekiilen der 2-Athoxymethyl-4- 
die zunachst fiir diese 
Versuche herangezogen wurde. Is entstand das prachtvoll kry- 
stallisierte dreikernige Methan folgender Konstitution, 


COOH HOOC 
H,C ———CH,-CH, H,C-H,C,—,C8, 
NH NH NH 
XII 


wie die Analysenwerte und die Titration bewiesen. Die Verseifung 
fihrt zu einer Tetracarbonséure, die noch nicht in krystallisiertem 
Zustand erhalten werden konnte, die wir aber doch auf Por- 
phyrinbildung durch Erwaérmen mit Ameisensiiure untersuchten, 
well wir hofften, Porphyrine mit 6 Pyrrolkernen zu erhalten. 
Tatsichhich trat auch Porphyrinbildung ein, aber es entstand 
anscheinend ein Gemisch von Meso- und Koproporphyrin. Spektro- 


— 


') Die Versuche werden aber fortgesetzt, insbesondere unter  modifi- 
zierten Bedingungen. 
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skopisch war Identitaét mit Koproporphyrin vorhanden. Die nihere 
Untersuchung der Porphyrine soll vorgenommen werden, denn die 
leichte Porphyrinbildung hier ist wieder besonders bemerkenswert. 
Bedingt ist sie offensichtlich durch die Unbestindigkeit der Tripyr- 
rane (vgl. unten), die in Analogie steht zur Unbestindigkeit der 
Porphyrinogene!) und noch einem eingehenden Studium unterzogen 
werden mui, weil sich hierbei sicherlich das Verstandnis fiir die 
Porphyrinbildung im Organismus einerseits und die Urobilinbildung 
undererseits eréffnen wird. Dab diese Tripyrrane zum Urobilin Be- 
zichungen haben, geht aus dem eigenartigen Verhalten von XII und 
XIII gegen alkoholische Zinkacetatl6sung hervor. Frisch bereitete 
Losungen zeigen keinerlet Absorptionsspektrum und_keinerlet 
Iluorescenz. Sowie man die Loésungen in Sonnenlicht’ bringt, 
tritt innerhalb weniger Sekunden intensive griinrote Fluorescenz 
mit dem typischen Urobilinspektrum auf. Die Reaktion soll noch 
eingehend untersucht werden. (Vgl. im iibrigen die Ausfithrungen 
von H. Fischer u. Kiirzinger in dieser Zeitschrift [im Druck], 
vel. auch S$. 251.) Die Hoffnung, Porphyrine mit 6 Pyrrolkernen 
zu erhalten, war also fehlgeschlagen. 

Kin weiterer dreikerniger Kérper wurde aus 2-Athoxymethyl- 
und Opsopyrrol erhalten, 


| 

NU NH NH 


XIII 


der sch6n krystallisiert. Auch hier wie bei XII ist die Ehrlich- 
sche Reaktion negativ, ebenso die Gimelinsche Reaktion. Ks 
scheint also, da’ zum Zustandekommen der Gmelinschen Reak- 
tion eine Anhiiufung von 4 Pyrrolkernen zum mindesten nétig 
ist, wobei Oxygruppen in «-Stellung scheinbar keine entscheidende 
tolle spielen. Die nahere Untersuchung dieser dreikernigen 
nenen Pyrrolverbindungen wird vorgenommen und wir schlagen 
fiir das Grundgeriist dieser K6rperklasse die Bezeichnung T'r- 
pyrran vor mit folgender Bezifferung der fiir die niihere Bezeich- 
nung notwendigen Kohlenstoffatome : 

H 


XIV Hi 


aH 


| | | 
NH NH NH 


') H. Fischer u. A. Rothhaas, Liebigs Ann. 484, 95 (1930). 
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Die durch Dehydrierung von diesem System sich ableitenden 
Farbstoffe werden dann Tripyrrene genannt. 

So war die Synthese der Neobilirubinsiure bzw. Neoxantho- 
bilirubinsiure vorlaufig gescheitert und wir bemihten uns deshalb 
zunichst der Neoxanthobilirubinsiure analog konstituierte Oxy- 
pyrromethene mit Carbithoxyresten zu synthetisieren und griffen 
dabei auf Versuche zuriick, die schon vor mehreren Jahren durch- 
gefiihrt wurden und den Zweck hatten, die Bilirubinsiiure bzw. 
Xanthobilirubinsiure auf indirektem Wege synthetisicren.') 
Vor allen Dingen wurde das von Mmery?) synthetisierte Oxy- 
pyrrol 

H,C.—.CO,C,H, 
XV 
NH 
herangezogen, das schon frither fiir die Synthese von Oxy- und 
Dioxypyrromethenen benutzt war.*) Hier war beabsichtigt, nach 
Kinfiihrung in den Verband den Carbathoxyrest abzuspalten und 
nachtriglich den Athylrest einzufiihren, eine Reaktion, die im 
Porphyrinmolekiil ja ohne gr6Bere Schwierigkeiten durchfiihrbar 
ist. Die Bromierung des 2,4-Dimethyl]-3-carbithoxy-5-oxypyrrols 
war damals noch nicht untersucht; diese ergab einen schon krystalli- 
sierten Monobromkorper, dem auf Grund der Analyse und seiner 
Umsetzungen folgende Konstitutionsformel zukommt: 


XVI HO\_JCH,Br 
NH 


Mit wberschiissigem Brom gelingt es noch mehr Brom ins Molekiil 
einzufithren; die entstandenen [KOrper sind noch nicht niiher 


untersucht. 

Bemerkenswert ist der EinfluB der Oxygruppe auf die Bromieruny. 
Im 2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol gelingt es nicht, den entsprechenden 
Brommethylkérper zu fassen, der aber mit Sicherheit intermediadr auftritt, 
da ja 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol durch Einwirkung von Brom spielend 
in das entsprechende Methen iibergefiihrt wird, wobei als Zwischenstufe der 
Nummer XVI analoge Bromkérper (nur Brom statt OH) durchlaufen wird.*) 


erwies sich 
als auBerordentlich reaktionsfahig. So wurden aus ihm folgende 


1) Vgl. Dissertation E. Zaucker, Technische Hochschule Miinchen 1928. 

*) Liebigs Ann. 260, 237 (1890). 

*) Diese Z. 122, 1 (1922); 182, 72 (1924). 

*) H. Fischer u. Platz, Liebigs Ann. 468, 63 (1929). - 
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Methene durch Kuppelung mit 2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol, 
mit Kryptopyrrol, mit 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol und Krypto- 
pyrrolearbonsiure in schon krystallisiertem Zustand gewonnen: 


XVII | 
onl \ 7 
NH N 
XVIII | 
NH N 
H,C 
NIX | ‘ 
OH ———-CH=———_ CH, 
NH N 
—C0,C,H, H,C, —;CO-CH, 
Xx | 
NH N 
H,C. —-CO,C,H, CH, -CH,-COOH 
XXI | 
HO, CH 
NH 


Auffallend ist das sofortige Kntstehen von Pyrromethenen. Zu 
erwarten waren ja theoretisch die Methane. Alle Methene sind 
bis rot, geben keine besténdigen Salze mit Mineralsaéuren. 
Analog der Umsetzung der Xanthobilirubinséure mit Hisessig- 
bromwasserstoff sollte auch hier Porphyrinbildung zu_erzielen 
sein. Bei Nr. XXI wurde der Versuch auch durchgefiihrt und 
spektroskopisch das Hntstehen von Deuteroporphyrin wahr- 
scheinlich nachgewiesen. Die Ausbeute war zu gering, um die 
fiir die Analyse notwendige Materialmenge herbeischaffen zu 
konnen. 

Bei der Wiederaufnahme dieser Versuche nun untersuchten 
wir zunichst die Einwirkung von Sulfurylchlorid auf Oxypyrrol XV, 
weil die Ausbeute an Bromkérper XVI nicht iiber 20°/, zu steigern 
war. Hierbei konnte bei Anwendung von 11/,—21/, Mol Sulfuryl- 
chlorid ein Monochlorkérper folgender Konstitution schon 
krystallisiertem Zustand isoliert werden: 


H,C-—— COOC,H; 


XXII | 
HO. _CH,Cl 
NH 
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Kin Dichlork6érper entstand cigenartigerweise nicht. Der Chlor- 
kérper krystallisiert in goldgelben, lanzettf6rmigen Nadeln, die 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren mit Hilfe von Tierkohle 
farblos werden. Die Ausbeute wechselt sehr stark; bei Verwendung 
von reinem Ausgangsmaterial betriigt sie 80°/5. Dab der Mono- 
chlorkérper tatsichlich die angegebene Konstitution —besitzt, 
wurde durch Gewinnung der Oxypyrromethene XVIII und XNI 
bewiesen, die mit denen aus dem Bromkorper restlos identisch sind. 

Fiir die Synthese der Bilirubinsiiure war weiterhin von Inter- 
esse das noch unbekannte 2,4-Dimethyl-3-athyl-5-oxypyrrol, das 
direkt nicht zuginglich ist, weil Kryptopyrrol bei der Bromierung 
immer sofort gebromte Pyrromethene gibt unter Uberspringung 
von Zwischenprodukten. Deshalb war von Interesse die Ge- 
winnung des 

H,C,——COCH, 


XXIII | 
HO. _CH, 
NH 


dessen Acetylrest nach Kinfithrung in den Methenverband nach- 
triglich zum Athylrest reduziert werden konnte. Auch hatten 
gerade die Oxypyrromethene mit Acetylrest ein besonderes Inter- 
esse, weil ja schon bei der Haiminsynthese es sich ergeben hatte, 
dafi der Acetylrest im Verband reduzierbar ist zur Oxiathylgruppe, 
mithin die Synthese dieser Oxy-acetylpyrrole gerade auch fiir dic 
Bilirubinsynthese ein besonderes Interesse bot, da Oxéathylreste 
leicht in Vinylgruppen iiberfiihrbar sind. 

Als Ausgangsmaterial fiir das Acetyl-oxypyrrol!) kam der 
g-Methyl-/, 6-diacetyl-propionsaureester in Irage, der nach einer 
Vorschrift von F. R. March?) aus «-Brom-propionsiureester und 
Acetylacetonnatrium dargestellt wurde und analog der Emery schen 
Synthese des Oxypyrrols XV entsprechend folgendem Schema 


H,C-C C-COCH, 
HO-C C-CH, 
XXIV OC,H,) HO 
H H 
NH 


') Bei diesen Versuchen erfreuten wir uns der Mitarbeit von Herrn 


von Zur Mihlen. 
2) C. r. 184, 179 (1902). 


; 
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zum gewunschten Oxypyrrol Nr. XXIII fiihren sollte. Die Reak- 
tion verlief kompliziert; drei isomere Korper wurden erhalten. 
Die Hauptmenge bildet das bei 148° schmelzende gewiinschte 
Acetvl-oxypyrrol, das ein schon krystallisiertes O-Acetylderivat 
mittels Essigsiiureanhydrid und einer Spur konz. Schwefelsiure 
wibt. Aus den oOligen Mutterlaugen der Oxypyrroldarstellung 
wurde nach mehrwéchigem Stehen ein bei 196° schmelzender 
K\Orper gewonnen, der die gleiche analytische Zusammensetzung 
besaB wie das Oxypyrrol. 

Gelegentlich wurde ein dritter Korper vom Schmelzp. 173° 
heobachtet, dessen Zusammensetzung noch nicht emdeutig fest- 
steht. 

Die Bromierung des neuen Acetylpyrrols verlief wenig be- 
friedigend. Neben 6ligen Reaktionsprodukten trat Ammonium- 
bromid auf; offenbar ist Ringspaltung eingetreten. Giinstiger 
verlief die Reaktion mit Sulfurylchlorid, wobei aber, einerlei, ob 
1, 2 oder 3 Mol Sulfurylchlorid zur Verwendung kamen, immer der 
Trichlorkérper folgender Konstitution entstand: 

H,C_—_,COCH, 
NH 


Beim eben erwihnten Acetylderivat trat auber Verseifung Ersatz 
der P-Acetylgruppe durch Chlor ein; cs entstand der Tetrachlor- 


korper, 
C-Cl, 


NH 
ein Verhalten, das frither schon bei der Bromierung des 2,4-Di- 
methyvl-3-acetvlpyrrols beobachtet war, wenigstens in bezug auf 
die Verdraingung des Acetylrestes durch Brom.?) 

Die geringere Widerstandsfihigkeit des Acetylrestes im 
p-Stellung gegen Sulfurylchlorid wird weiter bestétigt durch das 
Verhalten des oben erwiihnten 2,4-Dimethy1-3-carbaithoxy-5-oxy- 
pyrrols (XV) gegen einen UberschuB von Sulfurylehlorid. Hier- 
bei entstand der Oxykorper folgender IKonstitution 


NH 


XXV 


H,C 
XXVI HO 


1) H. Fischer u. Scheyer, Liebigs Ann. 434, 239, 242 (1923). 
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wie aus der Analyse hervorgeht. Dieser Trichlorkérper, ebenso 
wie Korper XXV und XXVI konnte mit Kryptopyrrolcarbonsiure 
nicht kondensiert werden, alle drei Chlorkérper wurden unver- 
iindert wiedergewonnen, wie tberhaupt alle hier beschriebenen 
Chlorkérper durch groBe Reaktionstragheit ausgezeichnet sind, 
ein Verhalten, wie wir es auch schon bei der Verwendung ge- 
chlorter Methene!) bei den Porphyrinsynthesen beobachtet hatten. 
Die Chlorkérper sind gegen Alkohol, ja sogar siedendes Wasser 
resistent, nur mit verdiinnter Natronlauge gelang es ein Mol Chlor- 
wasserstoff abzuspalten; die nahere Untersuchung der hierbei ent- 
stehenden neuen Korper wurde vorliufig zuriickgestellt, ebenso dic 
Untersuchung des Kondensationsproduktes von XXII mit Anilin, 
das in braunen Prismen mit prachtvoll griinviolettem Oberflichen- 
glanz auskrystallisiert. Offenbar handelt es sich hier um spontane 
Bildung von Schiffscher Base, die in Ubereinstimmung steht iit 
der Kondensation mit trisubstituierten Pyrrolen (vgl. S. 246), wobei 
auch statt Methanen Methene entstehen. Auch Korper X XVII 
reagiert mit Anilin zu einem leuchtend orangeroten Korper, 
dessen Analyse auf ein Kondensationsprodukt von ein Mol Tri- 
chlorkérper mit 2 Anilin unter Austritt von 8 Mol Chlorwasser- 
stoff stimmt. Hier wurde die naéhere Untersuchung vorlaufig 
zuriickgestellt. 


Nach diesen in bezug auf die Iérderung des vorliegenden 
Problems negativen Versuchen unterzogen wir Korper XXI einer 
niheren Untersuchung und zwar vor allen Dingen um zu sehen, 
ob der Carbithoxyrest nicht durch Acetyl auf indirektem Wege 
ersetzbar sei, Reaktionen, die fiir eine spatere Bilirubinsynthese 
auf dem Wege iiber ein um eine Methylgruppe (in 5’-Stellung) 
airmeres Methen von Interesse waren. In der Tat gelang die Ver- 
seifung des Carbiithoxyrestes in XXI mit verdiinnter Natronlauge 
glatt; es ist also eine Stabilisierung des die Oxygruppe ent- 
haltenden Pyrrolkerns erfolgt. Die Decarboxylierung aber gelang 
nicht, weder beim Erhitzen mit sehr verdiinnter Salzsiiure im 
Bombenrohr?), noch mit starkerer Siure oder durch Resorcin- 
schmelze. Hin Versuch, durch Einwirkung von Acetylchlorid auf 
die Carbonsiure bei Gegenwart von Zinntetrachlorid den Acety!- 
rest einzufiihren, verlief negativ. 


1) Liebigs Ann. 475, 205 (1929). 
*) H. Fischer u. Zerweck, Diese Z. 137, 242 (1924); H. Fischer u. 
K. Jordan, Diese Z. 190, 76 (1930). 
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Nunmehr griffen wir wiederum auf den Bromkérper XVI 
und sein Chloranalogon XXII zuriick und kondensierten diese 
mit Opsopyrrolearbonséiure. In der Tat gelang in beiden Fallen 
die Methenbildung in alkoholischer Lésung, wobei gleichzeitig Ver- 
esterung des Propionsaurerestes stattfand und in schén krystalli- 
siertem Zustand wurde erhalten 4,3’-Dimethyl-3-carbithoxy- 
5-oxypyrromethen - 4’- propionséure - methyl- (bzw. -iathyl) - ester 


H,C,--,COOC,H, ~~ CH, -CH,-COOCH, 
} —-CH JH 
NH N 
XXVIII 


Hiermit war das Ausgangsmaterial gegeben fiir dem Mesobill- 
rubin analoge Farbstoffe, denn Korper XXVIII entspricht in 
seinem Bau vollkommen der Neoxanthobilirubinsaure, welche, mit 
lormaldehyd kondensiert, Mesobilirubin ergab'), nur in 
unserem Fall Korper entstehen muBten, die statt des Athylrestes 
hzw. der Athylreste im Mesobilirubin Carbaéthoxygruppen trugen. 
In der Tat gelang die Kondensation mit l’ormaldehyd zum Di- 


(Oxypyrromethen)-methan: 


H,C,00C-H,C GH, -COOGE, 
| 
NH N N NH 
XXIX 


und mit Benzaldehyd zum Di-(Oxy-pyrromethen)-phenylmethan: 


=== _ OH 
NH N | N NH 
C,H; 

XXX 


Die Analyse der schon krystallisierten Korper beweist die 
Zusammensetzung der beiden Kérper und die Analogie mit dem 


1) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 204 (1931). 


Synthese der Bilirnbin- u. Nanthobilirubinsiure u. ihrer Isomeren usw. 251 


Mesobilirubin gibt sich kund durch den positiven Ausfall der 
ymelinschen Reaktion, die in der Aufeinanderfolge der larb- 
stufen der Reaktion des Bilirubins und Mesobilirubins vollkommen 
aleicht. Spektral sind geringe Unterschiede vorhanden, die offen- 
bar bedingt sind durch die Verschiedenheit der Substituenten und 
es erscheint uns nicht ausgeschlossen, hier die Zwischenprodukte 
der Gmelinschen Reaktion fassen zu kénnen. Hiermit sind zwei 
neue bilirubinoide Farbstoffe synthetisiert, die einem eingehenden 
Studium unterworfen werden sollen; insbesondere erscheint es 
uns nicht ausgeschlossen, die Carbaithoxygruppen zu eliminieren 
und nachtraglich Acetyl-Vinylgruppe wie bei der Synthese des 
Hamins einfiihren zu kénnen. K6orper XXIX interessierte uns 
ganz besonders wegen seines Verhaltens gegen die Khrlichsche 
Reaktion nach Uberfithrung in die Leukoverbindung. In der Tat 
sibt diese die Ehrlichsche Aldehydreaktion, obwohl keine Pyrrol- 
Methingruppe im System enthalten ist. Hs ist also offensichtlich 
die mittelstaéndige Methylengruppe, die mit dem Ehrlichschen 
Aldehyd reagiert. Der exakte Beweis soll noch durch Synthese 
der betreffenden Farbstoffe, ausgehend von Dimethylamino- 
phenylacetaldehyd und Oxymethen XXVIII, erbracht werden, 
wobei mit den Dimethylaminobenzaldehyd-Kondensationspro- 
dukten nach Oxydation der Leukoverbindung iibereinstimmende 
Farbstoffe erzielt werden miissen. Auch hier fallt die Urobilin- 
probe positiv aus, wahrend XXIX und XXX mit Zinkacetat 
einen scharfen Umschlag nach Rot zeigen, aber keinerlei Urobilin- 
absorption und keinerlei Fluorescenz. Der Umschlag nach Rot 
ist so charakteristisch, daB wir glauben, diese Farbstoffe direkt 
als Zinkreagens beniitzen zu kénnen. XXIX und XXX stehen in 
vollkommener Analogie zu Mesobilirubin, das ja auch mit Zink- 
acetat kein fluorescierendes Salz gibt. Vergegenwiartigt man sich 
dann weiter, daB die mit Kiirzinger!) beschriebenen Verbin- 
dungen VI und VII intensivste Fluorescenzreaktion geben, ebenso 
wie einfache Dipyrrylmethene, so erscheint uns die Urobilin- 
reaktion kaum noch anders erklarbar zu sein als durch Dely- 
drierung des Urobilinogens?), wobei angesichts des Umstandes, 
daB die Tripyrrane im Sonnenlicht ebenfalls Urobilinreaktion 
zeigen, es sich wahrscheinlich nur um einseitige Dehydrierung im 
Sinne folgender Formulierung handelt: 


1) H. Fischer u. A. Kiirzinger, Dieso Z. (im Druck). 
*) Vgl. H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 206 (1931). 
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952 
CH,-COOH 
| 
H,C-—-—-C,H, H,C-——.CH, H,C,——=CH, 
HO. ~——CH, 
NH NH N N 
XXXI 


die den wahrscheinlichsten Formelausdruck fiir das Urobilin dar- 
stellt, wobei die zahlreichen Isomerisationen innerhalb dieses 
Systems neben seiner Unbesténdigkeit die Nichtisoherbarkeit oder 
schwierige Isolierbarkeit als chemisches Individuum  verstand- 
lich machen. DaB Mesobilirubin selbst keine Urobilinreaktion 
vibt, bestatigt durchaus seine Formulierung im Sinne von IX, 
Mesobilirubin verkniipft eben zwei Molekiile Neoxanthobilirubin- 
siéure durch eine Methylengruppe (vgl. Formel IX) und wahrend 
die Mehrzahl der Pyrromethene intensive Urobilinreaktion geben, 
gibt weder Neoxanthobilirubinséure noch Xanthobilirubinséure 
Urobilinreaktion wie alle bis jetzt untersuchten Oxypyrromethene. 
Auch die drei isomeren Xanthobilirubinsiuren geben keine 
Fluorescenzreaktion mit alkoholischem Zinkacetat. 

SchlieBlich berichten wir noch kurz iiber eine neue ergiebige 
Porphyrinsynthese. Die Einwirkung von Chlormethylather auf 
trisubstituierte Pyrrole mit freier /-Stellung hat frither schon 
zu Dipyrrylmethanen!) gefiihrt, wobei als Zwischenstufe chlor- 
methyl-substituierte Pyrrole zweifellos auftreten. Trotzdem schien 
ein Reaktionsverlauf im Sinne von methoxylierten Pyrrolen nicht 
ausgeschlossen, weil ja Chlormethylather auch mit Malonester in 
diesem Sinne reagiert, und wir lieBen deshalb Chlormethylather 
zunachst auf trisubstituierte Pyrrole, von denen die leichte Re- 
aktionsfihigkeit in der Pyrrolenform bekannt war, einwirken. 
Kryptopyrrol tritt schon bei gewohnlicher Temperatur mit Chlor- 
methylither in Reaktion, wobei aber interessanterweise sofort 
das Pyrromethen des Kryptopyrrols entstand, dessen freie Base 
durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. Das 
noch unbekannte Kryptopyrrolmethan, das primar ja auftreten 
muB, hat sich also spontan zum stabilen Methen dehydriert. 
Gelegentlich sollen systematische Versuche in Stickstoff- und 
Wasserstoffatmosphire durchgefiihrt werden, um den genauen 
Reaktionsverlauf zu studieren. Auch 2,4-Dimethylpyrrol gibt das 

1) W. Kiister, Diese Z. 121, 147 (1922); vgl. auch Liebigs Ann. 443, 
117 (1925). 
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entsprechende Methen, das wieder durch Uberfiihrung in die freie 
Base identifiziert wurde. Bemerkenswert ist das Nichtreagieren 
der #-Stellung. 

Hierauf gingen wir die Untersuchung von Opsopyrrol und 
Opsopyrrolearbonsdure an, die in ganz ausgezeichneter Ausbeute 
bei Zimmertemperatur in atherischer Loésung mit Chlormethyl- 
ither in Atio- bzw. Koproporphyrin iibergehen. Man sieht hier 
wiederum die auSerordentlich groBe Tendenz zur Porphyrin- 
bildung. Hierbei entsteht ein kompliziertes Porphyringemisch, 
wie insbesondere bei der Koproporphyrinsynthese — festgestellt 
wurde. Der Ester schmolz einmal bei 205°, ein andermal bei 
195°. Wir beabsichtigen diese Versuche gelegentlich in groBem 
Ma8stab durchzufihren, um die Trennung der einzelnen Kom- 
ponenten durchzufithren. Wahrscheinlich wird auch vor- 
wiegend Koproporphyrin I gebildet werden. 

Fiir den Nachweis des Opsopyrrols und der Opsopyrrolearbon- 
siure ist die Porphyrinbildung mittels Chlormethylither der 
schirfste Nachweis. Wir haben erst vor kurzem!) mit aus- 
gezeichnetem Erfolg den Nachweis von Opsopyrrol und Opso- 
pyrrolearbonsiiure in den entsprechenden Fraktionen nach ‘Total- 
reduktion von Chlorophyll- und Haminderivaten mit Hilfe dieser 
Methode durch Porphyrinbildung erbracht. Die leichte Bildung 
des Porphinsystems legte es nahe, die Chlormethylatherreaktion 
za beniitzen, um Porphin selbst zu synthetisieren und wir leben 
deshalb Chlormethylather in absolut atherischer Lésung auf 
Pyrrol einwirken. Die Reaktion fiihrte jedoch lediglich zu salz- 
saurem T'ripyrrol?) unter stark positiver Warmet6énung. Ob durch 
systematische Anwendung von Kiihlung nicht doch noch die 
Reaktion in gewiinschtem Sinne realisierbar ist, soll noch einer 
niitheren Untersuchung unterzogen werden. 


Versuche. 


Xanthobilirubinsaure (II). 
1. Darstellung mittels Silberacetat. 


1,5 g 
methenbromhydrat (III) werden mit 1,2 ¢ Silberacetat in 60 cem 
Misessig 11/, Stunden unter RiickfluB erhitzt. Die fortschreitende 


1) H. Fischer, Merka u. Plétz, Liebigs Ann. 478, 288 (1930). 
*) Dennstedt u. Zimmermann, Chem. Ber. 21, 1478 (1887); Denn- 
stedt u. Voigtlander, Chem. Ber. 27, 478 (1894). 
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Reaktion wird begleitet von einem Farbumschlag der Loésung 
vom Rot des gebromten Methens nach Olivgriin und von der 
Ausscheidung des Bromsilbers. Bei den ersten Versuchen wurde 
die Kliminierung des Broms aus dem Methen quantitativ ver- 
folgt, indem nach Beendigung der Reaktion durch einen Gooch- 
Neubauertiegel filtriert und der Riickstand zuerst mit heiBem 
Kisessig, dann, nach Wechseln der Saugflasche, mit heiBer ver- 
diimnter HNO, ausgewaschen wurde, bis im Filtrat kein Silber 
mehr nachzuweisen war. Bei der angegebenen Reaktionsdauer 
war die AgBr-Bildung quantitativ; z. b. fiir den beschriebenen 


Ansatz: 


CGoochtiegel mit AgBr . . . . 18,86 g 
Goochtiegel leer. . . . 17,60 g 
Bape .... 

(Theorie ...... 1,26 g) 


Die Reaktionstemperatur des siedenden Hisessigs ist fiir die 
Synthese der Xanthobilirubinséure nétig; bei Wasserbadtempe- 
ratur wird in der gleichen Zeit nur ein kleiner Teil des Brom- 
kérpers umgesetzt. Will man auf die Wagung des gebildeten 
Silberbromids verzichten, so saugt man nach der Reaktion am 
besten durch ein gehirtetes Trichterfilter und engt die Hisessig- 
losung auf etwa 5cem ein. Das Rohprodukt krystallisiert in 
Form kleiner Staébchen und Nadeln rasch aus und wird nach dem 
Lirkalten abgesaugt. Die Reinigung erfolgt am besten so, dab 
man zuerst aus Pyridin, dann noch einmal aus Eisessig um- 
krystallisiert. Die Ausbeute betragt im giinstigsten Fall 3800 mg 
(entsprechend 33°/, der Theorie). Der Schmelzpunkt der so er- 
haltenen und gereinigten Xanthobilirubinsiure liegt bei 290—291°. 
Die Mischprobe mit einem Préparat von analytischer Xantho- 
hilirubinsiure vom Schmelzp. 274° (gewonnen durch alkalische 
Luftoxydation von Bilirubinsiure) schmolz bei 280—281°, ergab 
also keine Depression. Zur Analyse wurde aus Hisessig um- 
krystallisiert; sie ergab folgende Werte: 


4,727 mg Substanz gaben 11,675 mg CO,; 3,110 mg H,O. 
$3,765 my » 0,320 cem N (20°, 713 mm). 
.O Ng Ber. C 67,55 H 7,29 °/, N 9,27 


Cef. ,, 67,36 7,36 »» 9,29 


Die Xanthobilirubinsiiure ist léslich in Soda und n/10-NaOH, 
wiihrend sie stirkerer Lauge sich erst beim Krwiirmen 
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und beim Erkalten wieder in Form ihres schwerléslichen Na- 
Salzes als gelber, in Nadeln krystallisierter Niederschlag aus- 
scheidet In den meisten organischen Lésungsmitteln ist die 
Xanthobilirubinséiure schwer ldslich, etwas ldslich ist sie in 
heiBem Athyl- und Methylalkohol, ziemlich léslich in heifem 
Kisessig und am leichtesten in heiBem Pyridin. Aus diesem 
Loésungsmittel erscheint die Substanz in groBen Wirfeln und 
Polyedern, die Krystallpyridin enthalten und in Bertihrung mit 
einem anderen Lésungsmittel sofort zerfallen. Meistens, besonders 
beim Versetzen des Pyridins mit wenig Methylalkohol, krystallisiert 
ein Gemisch von pyridinhaltigen wiirfelformigen Krystallen und 
von Nadeln, die offenbar frei von Krystallfliissigkeit sind, denn 
sle entstehen ausschlieBlich, wenn man mit mehr Methylalkohol 
fillt. Beim Umkrystallisieren aus Pyridin—Methylalkohol erhialt 
man, selbst aus einem stark griinstichigen Rohprodukt die Séure 
in rein zitronengelber Farbe, wiahrend sich beim Umkrystalli- 
sieren aus Kisessig eine leichte Verfairbung nach Gelbgriin ein- 
stellt; die Eisessiglésung firbt sich bei langerem Kochen 
dunkelgriin. 

Die Reaktion mit dem Ehrlichschen Reagens  verliutt 
negativ; ebenso die Gmelinsche Reaktion; es zeigt sich nur 
eme schwache Rotfarbung, die in die Salpetersiureschicht wber- 
veht und alsbald zerstért wird. 

In all den beschriebenen Higenschaften zeigt die synthetische 
Xanthobilirubinséure vollkommene Ubereinstimmung mit der 
analytisch gewonnenen. 


2. Darstellung mittels Kaliumacetat. 


0,5 g Brommethen werden mit 0,3. g wasserfreiem Kalium- 
acetat (entsprechend 3 Mol) in 30cem lisessig am Rickflub 
Stunden gekocht. Nach dem Erkalten wird vom auskrystalli- 
sierten KBr abfiltriert und die dunkelgriine Lésung im Vakuuin 
stark eingeengt, bis ein Gemisch von KBr und Xanthobilirubin- 
siure zu krystallisieren beginnt. Man JéBt abkiihlen, saugt ab 
und wascht aus dem Rickstand das KBr mit viel Wasser voll- 
stindig heraus. Nach dem Umkrystallisieren aus Pyridin, dann 
wus Hisessig, erhélt man schlanke zitronengelbe Prisimen vom 
Schmelzp. 290°, die mit Xanthobilirubinsiure aus der Silber- 
icetatreaktion keine Depression geben. Die Ausbeute ist hier 
die gleiche wie dort. 
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Xanthobilirubinsaure und Natriummethylat. 


260 mg Xanthobilirubinsiiure werden mit Natriummethylat 
(0.4g¢ Na in 5cem Methanol) im EinschluBrohr 4 Stunden auf 
220° erhitzt. Das Na-Salz der unveriinderten Xanthobilirubin- 
siiure hat sich dann in Form schoner kurzer Stabehen, die zu 
kérnigen Gebilden vereinigt sind, ausgeschieden. Es wird ab- 
gesaugt, mit wenig Methanol nachgespiilt, in Wasser geldst, die 
freie Nanthosiure durch Anséuern mit Hisessig gefallt und aus 
Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert. [infacher krystallisiert 
man das Na-Salz direkt aus Hisessig um. Durch Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt erfolgte Identifizierung mit dem Aus- 
vangsinaterial, 

Xanthobilirubinsaureester. 

In cine Suspension von 0,1 ¢ Xanthobilirubinséiure in 10 cem 
absolutem Methylalkohol wird trockener Chlorwasserstoff einge- 
leitet. Das Reaktionsgefé8 wird nicht gekiihlt; mit zunehmender 
Krwiirmung geht die Xanthosiiure in die sich braun farbende 
Lésung. Nach wenigen Minuten ist die Loésung vollstandig, 
worauf man mit kaltem Wasser kiihlt und bis zur Sattigung weiter 
HCl einleitet. Nun wird auf ein kleines Volumen eingeengt, wo- 
bei spontan oder beim Reiben das Esterchlorhydrat in Biischeln 
von briiunlichroten breiten Nadeln krystallisiert. Es wird ab- 
gesaugt und mit schwach salzsaurem Methylalkohol nachge- 
waschen. Das Chlorhydrat ist nur bestiindig gegen Petrolather 
und Ather, in Chloroform, Methylalkohol und anderen Lésungs- 
mitteln spaltet es mehr oder weniger rasch HCl ab und geht in 
den gelben Ester tiber. Beim Liegen an der Luft tritt langsames 
Verwittern ein, rasch wird die HCl beum Erwairmen auf dem 
Wasserbad abgespalten. Zur Gewinnung der freien Esterbase 
schlimmt man das Chlorhydrat am besten in Wasser auf und 
erwirmt kurz auf dem Wasserbad. Beim Umkrystallisieren aus 
Chloroform—Petrolither erhalt man zitronengelbe, abgeschrigte 
Prismen, oft iiberkreuzt und zu Biischeln verwachsen. Schmelz- 
punkt 212°. Mischschmelzpunkt mit einem analytischen Priiparat 
vab keine Depression. 


4,600 mg Substanz gaben 11,515 mg CO,; 3,180 mg H,0. 


3,270 mg 0,267 cem N (19°, 717 mm). 
5,042 mg 3,865 mg AgJ. 


Ber. 68,31 °/, H 7,65"), N 8,87 OCH, 9,80 
Gef. ,, 68,27 » 1,403 » 9,01 » 10,12 
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Bilirubinsaure (I). 


0,1 g Xanthobilirubinsiiure wird in 1 cem n/10-NaOH und 
3cem Wasser aufgeschlimmt und mit 0,5 g 5°/jigem Na-Amalyain 
versetzt. Das Fliaschchen wird mit einem Gummistopfen ver- 
schlossen und kraftig geschiittelt. Die Siure geht allmahlich mit 
gelber Farbe in Lésung (man hat dafiir Sorge zu tragen, daB die 
Alkalikonzentration nicht zu hoch wird, weil sonst das Na-Salz 
der Xanthosiiure ausfallt, das sich nur sehr langsam und triige 
hydrieren ]éBt). Nach etwa 15 Minuten langem Schiitteln ist die 
Lésung farblos geworden. Man gieBt nun vom Quecksilber ab, 
iberschichtet in einem Scheidetrichter mit 10 eem Chloroform 
und siiuert unter mehrmaligem Umschiitteln mit verdiinnter 
Schwefelséiure bis zur eben kongosauren Reaktion an. Die wiBrige 
Schicht wird noch dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt, die 
vereinigten Extrakte werden mit Na,SO, getrocknet, filtriert und 
auf 1—2cem eingeengt. Beim Versetzen mit der gleichen Menge 
Petrolaéther scheidet sich die Bilirubinsiiure als an der Wand 
haftendes Ol aus, das jedoch rasch, beim Reiben sofort grieslig, 
undeutlich krystallisiert zu Boden fallt. Die Menge der so ge- 
wonnenen rohen Bilirubinsiiure betrigt 80 mg. Sie ist noch etwas 
gelblichgrau gefarbt und schmilzt bei 183—185°. Aus wenig 
Methylalkohol erhélt man sie vollkommen farblos vom Schmelz- 
punkt 187—188°. Kine Mischprobe mit analytischer Bilirubin- 
siure zeigte keine Schmelzpunktdepression. Zur Analyse wurde 
aus Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. 


4,307 mg Substanz gaben 10,610 mg CO,; 3,020 mg H,O. 


2,445 mg 0,209 N (20°, 713 mm). 
C,,H,,03,N. Ber. C 67,11°/, H 7,89°/, N 9,21°%, 
Gef. 67,19 » 


Die Bilirubinsiéure ist leicht léslich in Alkoholen, sehr leicht 
léslich in CHCl,, schwer léslich in Ather, unléslich in Petroliither. 
Aus Methylalkohol oder Methylalkohol-Wasser erscheint sie in 
sehr charakteristischen dreiseitigen Blattchen und in solchen von 
der Form eines Kreissegments. Die gleichen Kristallformen 
wurden beim Umkrystallisieren des analytischen Materials aus 
demselben Lésungsmittel beobachtet. 

Die Ehrlichsche Reaktion ist beim reinen Material negativ, 
das roche Hydrierungsprodukt der Xanthosiure zeigt positiven 
Ehrlich, hervorgerufen durch in geringem Mae erfolgte Auf- 
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spaltung in die Pyrrolkomponenten.  Negativ ist auch die 
Gamelinsche Reaktion. 


Reduktion der Xanthobilirubinsaure mit Eisessig-HJ. 

0,1 ¢ Xanthobilirubinsiure wird mit 5cem Eisessig-HJ 
(Volumverhaltnis 2:1; HJ d= 1,96) 1 Stunde im siedenden 
Wasserbad erhitzt; dann wird mit einigen K6érnchen Phospho- 
miumjodid entfirbt und im Vakuum abdestilliert. Der zuriick- 
bleibende gelbliche Sirup wird in Soda gelést, mit Chloroform 
iiberschichtet und die Bilrubinsaéure, wie oben angegeben, isoliert. 
Schmelzp. 157°; Mischschmelzpunkt mit der durch Amalgam- 
reduktion erhaltenen gibt keine Depression. 


Darstellung der Xanthobilirubinsaure mittels Na-methylat. 


0,52 des gebromten Methens (II1) werden mit 10 cem 
10°/5igem Natriummethylat im Bombenrohr 3 Stunden auf 180° 
erhitzt. Von sehr wenig Riickstand wird abfiltriert; er ist wasser- 
léslich und fallt beim Anséuern in dunklen Flocken aus. Wegen 
der geringen Menge wurde er nicht getrennt verarbeitet, sondern 
mit dem Filtrat wieder vereimigt. Dieses enthalt saures Porphyrin 
(wahrscheinlich Mesoporphyrin) in spektroskopisch deutlich er- 
kennbarer Menge. Zur Isolierung eventuell entstandener Xantho- 
bilirubinsiure wurde folgendermaBen verfahren : 

Die Lésung wird mit Essigséure eben neutralisiert und gleich 
wieder mit 80 cem Sodalésung alkalisch gemacht. Nach Zusatz 
von 38 cem Dimethylsulfat wird mehrere Stunden auf der Maschine 
veschittelt; an der Wand des GefaiBes setzen sich dunkle 
Schmieren ab, die immer viscoser werden. SchlieBlich gieBt man 
von den Schmieren ab und ldst diese in Chloroform auf. Die 
Chloroformlésung wird mit Wasser gewaschen, mit Na,SO, ge- 
trocknet und auf 1/, cem eingeengt; beim Versetzen mit Methyl- 
alkohol fillt der Xanthobilirubinsiureester krystallisiert aus; 
nach dem Umkrystallisieren aus Chloroform—Petrolither schmilzt 
er bei 211—212° und gibt mit Hster aus der Acetatreaktion keine 


Depression. Ausbeute: 50 mg. 


-propionsaure)-pyrromethen (IV). 
1. Kaliumsalz des Brommethens (III). 


1 vy Methenbrombydrat (II) wird in 1,5 cem 12°/pigem KOH 
durch gelindes Erwirmen auf dem Wasserbad gelést; beim Er- 
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kalten krystallisiert das Kaliumsalz des Methens schdnen 
kupferroten lanzettformigen Krystallen aus. 


2. Kaliumsalz des Xanthobilirubinsiureidthers. 


0,8 g Brommethenkaliumsalz werden in einer Lésung von 5 g 
KOH in 50cem Methylalkohol 1 Stunde auf dem Wasserbad ve- 
kocht. Nach dem Erkalten wird von ausgeschiedenem KBr ab- 
filtriert, der Methylalkohol zur Halfte abgedampft, mit 30 cem 
Wasser versetzt und der Methylalkohol vollends weggekocht. 
Beim Abkihlen scheidet sich dann das hellockergelb  gefiirbte 
Kaliumsalz des Xanthobilirubinsiureathers ab. 


3. (LV). 


Kine kleine Probe des [aliumsalzes wird auf einem Uhrglas 
oder in einer flachen Krystallisierschale in einigen ‘lropfen Methy]l- 
alkohol gelést und nun init 1 Tropfen Hisessig versetzt. Beim 
Verdunsten des Methylalkohols und Reiben mit dem Glasstab 
scheidet sich die freie Athersiéure in Iorm feiner gelber Nadeln 
ab. Wenn die ersten Impfkrystalle vorhanden sind, gibt man 
einen weiteren Anteil des Kaliumsalzes zu und setzt die freie 
Séure in der angegebenen Weise in Freiheit. Man saugt ab und 
wascht mit Wasser nach. Der Xanthosiureither ist in allen 
organischen Loésungsmitteln, mit Ausnahme der Kohlenwasser- 
stoffe, schon in der Kalte spielend léslich; er krystallisiert aus 
Chloroform—Petrolither in biischelformig verwachsenen  gelben 
Nadeln vom Schmelzp. 145—146°. In n/10-NaOH und ver- 
diimnter Sodalésung ist der Ather mit gelber Farbe léslich, in 
10°/jiger NaOH er sich beim Erwirmen und _ krystallisiert 
als Natriumsalz in gelben Nadelchen wieder aus. 


3,920 mg Substanz gaben 9,855 mg CO,; 2,685 mg H,O. 


3,545 mg - » 0,279 com N (14°, 713 mm). 
4,418 mg ” » 93,195 mg AgJ. 
Ber. C 68,31°/, H 7,65 N 8,87 °/, OCH, 9,80°/, 
Gef. ,, 68,56 » 7,66 » 8,78 » 9,65 


Veresterung des Xanthobilirubinsaureathers mit Diazomethan. 


0,1 g Xanthobilirubinsiureither wird in 0,5 cem absolutem 
Methylalkohol gelést und mit atherischer Diazomethanlosung 
12 Stunden stehen lassen. Nach dem Einengen auf kleines 
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Volumen erhiilt man den Ester des Athers in gelben prismatischen 
Nadeln. Er ist durch auBerordentlich leichte Loéslichkeit aus- 
vezeichnet, sogar in Petrolither ist er spielend léslich. Der Ather- 
ester wurde zur Analyse aus wenig eiskochsalzgekihltem Methyl- 
alkohol wmkrystallisiert. Sehmelzp. 62°. 

3,731 mg Substanz gaben 5,132 mg AgJ. 


C,,H,.0;N, Ber. OCH, 18,77°/, 
Gef. 


Veresterung mit methylalkoholischer Salzsaure. 


0.1 ¢ Nanthobilirubinsiureither wird in 5 cem Methylalkohol 
velOst und in die Losung HCI bis zur Sattigung eingeleitet. Berm 
Kinengen erhilt man die roten Nadeln des Esterchlorhydrats der 
Xanthobilirubinsiiure, das, wie schon beschrieben, in den freien 
ster iibergefiihrt wird. Nach dem Umkrystallisieren aus Chloro- 
Petrolither wurde die Identifizierung mit Xanthosiiureester 
durch Schmelzp. (212°) und Mischschmelzpunkt durehgefiihrt. 


Spaltung des Athers mittels Natriummethylat. 


0,1 ¢ Xanthobilirubinsiureither wird mit 5 cem 10°/,igem 
Natriummethylat im Bombenrohr auf 180° erhitzt. Das Re- 
aktionsprodukt wurde auf Xanthobilirubinsiiureester verarbeitet, 
wie dies bei der Gewinnung der Xanthobilirubinsiiure aus dem 
vebromten Methen mittels Methylat beschrieben ist. Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt bewiesen die Identitaét mit Xantho- 
bilirubinsiiureester. 


Spaltung des Athers durch Resorcinschmelze. 


80 mg XNanthobilirubinsiuredither werden mit 0,8 g Resorein 
30 Minuten auf 200° erhitzt. Nach dem Erkalten wird mit 
Methylalkohol aufgenommen. Der Riickstand, aus Pyridin— 
Methylalkohol umkrystallisiert, konnte durch Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt mit Xanthobilirubinsiure identifiziert werden. 


Xanthobilirubinsaure V. 

0,5 g 
methenbromhydrat werden mit 0,5 ¢ Silberacetat in 30 eem Kis- 
essig 1'/, Stunden unter RiickfluBkiihlung erhitzt. Dann wird 
heiB filtriert und der Eisessig bis zu beginnender Krystallisation 
cingeengt. Das griingelbe Rohprodukt krystallisiert aus Pyridin 
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in rein gelben sechsseitigen Tifelchen mit Krystallpyridin, die 
ebenso unbestiindig sind wie die aus Pyridin erhaltenen Krystalle 
der Xanthosiure II; die so gereinigte Substanz erhalt man aus 
Kisessig in zitronengelben prismatischen Nadeln, die in ihrem 
Habitus der Saéure IT vollkommen gleichen. Schmelzp. 289—290°. 
Der Mischschmelzpunkt mit Xanthobilirubinsiiure (II) ergibt nur 
eine undeutliche Depression von 1—2°. 


4,900 mg Substanz gaben 12,085 mg CO,; 3,115 mg H,0. 


3,830 mg » 0,823 com N (20°, 713 mm). 
Ber. C 67,55 °/, H 7,299/, 9.27% 
Gef. ,, 67,26 9,22 


Die Xanthobilirubinséiure V zeigt in allen Kigenschaften, wie 
Loslichkeitsverhiltnisse, Bildung eines schwerldslichen Na-Salzes, 
weitgehendste Analogie mit der Siure II. 


Xanthobilirubinsaure V und Natriummethylat. 


Die Xanthobilirubinsture V wurde unter denselben Be- 
dingungen wie II der Kinwirkung von Na-Methylat unterzogen. 
Ganz analog wie dort scheidet sich das Na-Salz des unveriinderten 
Ausgangsmaterials in kleinen kugelf6rmigen Aggregaten ab, wird 
abgesaugt und in die freie Siure ibergefiihrt. Durch Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt erwies sich, auch I[so- 
mere V unverdndert aus der Reaktion hervorgegangen ist. 


Xanthobilirubinsaureester V. 
Die Veresterung wird mit methylalkoholischer HCl vor- 
genommen, wie dies bei II beschrieben ist. Aus der eingeengten 
Losung scheidet sich auch hier das Chlorhydrat in braunroten 


prismatischen Nadeln ab; die freie Ksterbase, aus Chloroform— 


Petrolather umkrystallisiert, bildet leuchtend zitronengelbe ab- 
veschragte Prismen. Schmelzp. 197°. Die Mischprobe mit ana- 
lytischem sowohl wie mit synthetischem XNanthobilirubinsiure- 


ester gibt eine scharfe Depression auf 170—175°. 


4,717 mg Substanz gaben 11,835 mg CO,; 3,165 mg H,0. 


4,065 mg “8 = 0,329 com N (19°, 717 mm). 
4,932 mg 3,620 mg AgJ. 


Ber. C 68,31°,  H 7,65°/, N 8,87, OCH, 9,80°/, 
Gef. ,, 68,43 7,1 8,93 » 9,69 
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Bilirubinsaure V. 


0,1 ¢ Nanthobilirubinséiure V wird in der bei der Darstellung 
der Bilirubinsiiure (I) beschriebenen Weise mit Na-Amalgam in 
die Leukoverbindung wbergefiihrt. Die resultierende Bilirubin- 
siiure V Jehnt sich in allen Eigenschaften sehr stark an das Iso- 
mere (1) an, Unterschiede zeigen sich in deutlicher Weise lediglich 
in der Krystallform und im Schmelzpunkt. Die Bilirubinsiiure V 
krystallisiert aus Methanol-Wasser farblosen  rechteckigen 
Tiifelehen mit abgerundeten Ecken. Schmelzp. 207°, Misch- 
schmelzpunkt mit analytischer oder synthetischer Bilirnbinsiéure 
eine scharfe Krmedrigung auf 181°. 


4,522 mg Substanz gaben 11,165 mg CO,; 3,100 mg H,0. 


3,260 mg 0,282 cem N (20°, 715 mm). 
C,,H,,0,N. Ber. C 67,11°/) H 7,89°/, N 9,21 
CGef. ,, 67,34 » 9,48 


(4,4’,5 -Trimethyl-3-athyl-5-carboxy-3 -propionsaure)-pyrromethenbrom- 
hydrat (VIII). 


2,1 ¢ Himopyrrolearbonséure und 2,4 g 
methylpyrrol-5-carbonsiiure werden in der Reibschale gut ver- 
rieben; eine kleine Menge des Gemisches wird auf einem Uhrglas 
uit Methanol angeteigt und mit 2 Tropfen eiskalter 48°/jiger 
Bromwasserstoffsiure mit einem Glasstab bis zum Tirstarren ver- 
rieben; Imerauf wird das Gemisch in weiteren Portionen mit ent- 
sprechenden Mengen Methanol und HBr versetzt und verrieben. 
Nach einigem Stehen wird abgesaugt und mit ein paar Tropfen 
Methanol durchgewaschen. Ausbeute 4,2 g. Das Carbonséure- 
methen decarboxyliert beim Erhitzen in Hisessig sehr leicht und 
aus der Lésung fallen beim Versetzen mit Ather rote Schmieren 
aus; auf eine Analyse des Methens mufte deshalb verzichtet 
werden. 


-propionsaure )-pyrromethenbrom- 
hydrat (VIII). 


1 ¢ Carbonsiiuremethen wird mit 1 ccm Hisessig angeriilrt, 
nut 1.2 ecem einer Brom—Eisessiglésung (1 cem Lésung = 0,5 g Br) 
versetzt und 10—15 Minuten bei 70° gehalten. Beim Abkiihlen 
krystallisiert der Bromkoérper in einer Ausbeute von 0,9—1 g aus. 
Bei Verwendung von Ameisensiure statt Eisessig wurde die gleiche 
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Ausbeute erzielt. Zur Analyse aus Kisessig umkrystallisiert ; 
ziegelrote rhombische Krystalle; Schmelzp. 214° unter Zersetzung. 


6,150 mg Substanz gaben 10,195 mg CO,; 2,835 mg H,0. 


3,800 mg ” 0,204 cem N (16°, 716 mmi). 
4,169 mg 3,514 mg AgBr. 
Ber. C 45,74°/, H 4,97 °/, N 6,28 °/, Br 35,84°/, 
Gef. 45,21 » O16 5,97 


Xanthobilirubinsaure VI. 


1 ¢ Brommethen (VITT) wird mit 1g Silberacetat in 45 cem 
Kisessig 11/, Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. Das ab- 
veschiedene Bromsilber wurde wieder zur Wigung gebracht: 


1oochtiegel 4+- AgBr . . . 15,108 ¢ 
Goochtiegel leer . . . . . . 14,265 ¢ 
AgBr .... 0,838 
(Theorie . . . 0,844 g) 


Der Bromaustausch ist in diesem Fall also schon bet Wasser- 
hadtemperatur praktisch quantitativ verlaufen. Die dunkelgriine 
Losung wird auf dem Wasserbad im Vakuum auf kleines Volumen 
cingeengt, bis die Xanthobilirubinsiiure VI in gelben Pristnen aus- 
krvstallisiert. Ausbeute 0,26 entsprechend 50°/, der Theorie. 
Die Siure VI unterscheidet sich von II und V dadurch, da sie 
aus Pyridin ohne Krystallfliissigkeit prismatischen Nadeln 
krystallisiert ; ferner ist sie in Hisessig etwas schwerer loslich als 
die beiden vorher beschricbenen Isomeren. Sechmelzp. 289 —290°; 
Nanthobilirubinséiure II undeutliche Depression von 1—2°. 
Zur Analyse aus Pyridin-Methanol umkrystallisiert. 


4,685 mg Substanz gaben 11,575 mg CO,; 3,055 my H,0. 

2,885 mg os a 0,245 cem N (19°, 715 mm). 

Ber. C 67,55°/, H 7,29°/, N 9,27°/, 
Gef. ,, 67,38 ae » 9,04 


Darstellung der Xanthobilirubinsaure VI mittels Kaliumacetat. 


Die Umsetzung des entsprechenden Brommethens mit Kaliuim- 
acetat statt Silberacetat ~erfolgt unter’ denselben Bedingungen, 
wie fiir II beschrieben. Jedoch<krystallisiert die Siure VI ent- 
sprechend ihrer geringeren Loslichkeit in Eisessig nach beendeter 
vcaktion direkt beim Abkiihlen zusammen mit gebildetem KBr 
aus, von dem sie nach dem Absaugen mittels Wasser leicht getrennt 
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wird. Die so gewonnene Menge betragt etwa die Halfte der Ge- 
samtausbeute; den Rest erhailt man, wie tiblich, nach dem Ein- 


engen des Eisessigs. 


Xanthobilirubinsaureester VI. 


Die Veresterung erfolgt in der bereits angegebenen Weise mit 
methvlalkoholischer HCl. Das Ksterchlorhydrat VI stellt braun- 
rote rhombische Tafeln dar. Der Schmelzpunkt des freien Ksters VI 
liegt ber 205°, mit ster IT tritt eine Depression auf 180° ein. Zur 
Analyse) wurde aus Chloroform—Petrolaither umkrystallisiert ; 
zitronengelbe, an den Enden schraig abgeschnittene schlanke 
Prismen. 


4,352 mg Substanz gaben 10,915 mg CO,; 2,820 mg H,0O. 


3,860 my se ‘a 0,294 com N (16°, 716 mm). 
4,305 me 3,048 mg AgJ. 
Ber. C 68,31 /, H 7,65°/, N 8,87°/, OCH, 9,80°/, 
Cief, » py - 9,35 


Bilirubinsaure VI. 


4 


Xanthobilirubinsiiure VI wird mit 5°/jigem Na-Amalgam zur 
Leukoverbindung reduziert; die Bilirubinsiiure VI krystallisiert 
aus Methylalkohol oder Methylalkohol-Wasser in derben, rhom- 
hisch begrenzten Tafeln und schmuilzt bei 174°. Der Mischschmelz- 
punkt mit Bilirubinsiiure (1) zeigt eime erhebliche Depression auf 
160—-165°. 


4,212 mg Substanz gaben 10,330 mg CO,; 3,035 mg H,O. 


3,470 meg = “ 0,294 com N (15°, 711 mm). 
Ber. © 67,11°), H 7,89°/, N 9,21°/, 
Gef. 66,89 », 8,06 9,39 


Xanthobilirubinsaure VII. 


iithyl-5-brom-3’- propionsiiure)-pvrro-1ie- 
thenbromhydrat wird der Acetatreaktion unterworfen (es gelangte 
KKaliumacetat zur Verwendung). Die resultierende Xanthobili- 
rubinsiure VIT entspricht in bezug auf Loslichkeit in Kisessig dem 
Isomeren VI, ebenso krystallisiert sie wie VI aus Pyridin ohne 
Krystallflissigkeit in gelben Nadeln. Zur Analyse wurde nochmal 
aus Kisessig unkrystallisiert ; zitronengelbe Prismen vom Schmelz- 
punkt 265°. Die Misechprobe mit) Xanthobilirubinsiiure schmolz 
unscharf bei 265—270°. 


| 
j 
| | 
‘ 
\ 
| 
ti 
i — 


Synthese der Bilirubin- u. Xanthobilirubinséure u. ihrer Isomeren usw. 265 


4,226 mg Substanz gaben 10,370 mg CO,; 2,730 mg H,0. 


4,210 mg ‘4 - 0,351 cem N (21°, 715 mm). 
Ber. C 67,55°/, 7,29%, 9,27, 
Gef. ,, 66,95 » tae 


Xanthobilirubinsaureester VII. 


Die Veresterung der Xanthosiure VII mit methylalkoho- 
lischer HC] fiihrt zu dem roten Ksterchlorhydrat, aus welchem 
der freie Ester vom Schmelzp. 178° gewonnen wird. Depression 
mit Ester II. Zur Analyse wurde aus Chloroform—Petrolither 
unkrystallisiert ; lange, biischelf6rmig vereimigte gelbe Nadeln. 

4,385 mg Substanz gaben 10,940 mg CO,; 3,065 mg H,0. 


4,455 mg 0,363 ceom N (20°, 715 mm). 
2,770 mg 2,035 mg AgJ. 
Ber. 68,31°/, H 7,65°/, N 8,87°/, OCH, 9,80°/, 
Gef. ,, 68,05 7,82 8,93 » 9,70 


Bilirubinsaure VII. 


Die Bilirubinsdure VIT, in der ttblichen Weise durch Amalgaim- 
reduktion der entsprechenden Xanthosiiure gewonnen, krystalli- 
siert aus Methylalkohol-Wasser in langgestreckten rechteckigen, 
farblosen Tafelchen, die haufig tiberkreuzt und zu Rosetten ver- 
wachsen sind. Schmelzp. 171°. Scharfe Depression mit Bili- 
rubinséure (I). 

4,187 mg Substanz gaben 10,325 mg CO,; 3,020 mg H,O. 


3,080 mg sy ws 0,263 com N (21°, 715 mm). 
Ber. C 67,11, H 7,19°/, N 9,21°/, 
Gef. ,, 67,25 » » 9,33 


3g -3-propion- 
siiure werden in der 10fachen Menge Athylalkohol auf dem Wasser- 
bad moglichst rasch in Lésung gebracht und, damit die Ver- 
kochungsreaktion zum Dipyrrylmethan hintangehalten wird, sofort 
mit Wasser bis zum Auftreten einer leichten bleibenden Triibung 
versetzt und in His gestellt. Der Athoxykérper krystallisiert in 
prismatischen Nadeln vom Schmelzp. 151° in fast quantitativer 
Ausbeute aus. In den gebriuchlichen Lésungsmitteln mit Aus- 
nahme von Petroléther schon in der Kilte Teicht léslich. Zur 
Analyse aus Chloroform—Petrolither wmkrystallisiert. 
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3,395 mg Substanz gaben: 0,162 com N (20°, 715 mm). 


3,538 mg 5,797 mg AgJ. 
C,,4H,,0;N Ber. N 4,98°/, OC,H; 32,01 °/, 
Gef. 5,23 » 


Der Methoxyk6érper wird ganz analog gewonnen, er schmilzt 
hei 75° Auf dieselbe Weise werden auch der Athoxy- und Methoxy- 
kérper aus 
dargestellt, deren Schmelzpunkte bei 54° bzw. 73° liegen. Sie sind 
auBerordentlich leicht léslich, auch in Petrolather. 


(4,3’,5 
methan (XI). 


0,5 ¢ 2-Athoxymethyl-4-athyl-5-carbithoxypyrrol und 0,5 ¢ 
K\ryptopyrrolearbonsiuremethylester werden auf dem Wasserbad 
zusammengeschmolzen und mit einer Messerspitze pulverisiertem 
IKKHSO, 1 Stunde bei Wasserbadtemperatur erwirmt. Nun wird 
in Methanol aufgenommen, filtriert, eingeengt und der Rest des 
Losungsmittels in der Krystallisierschale verdunsten lassen. Das 
Methan erscheint in Form langgestreckter 6seitiger Tafelchen; 
man nimmt mit wenig eiskaltem Methanol auf und saugt ab. Zur 
Analyse aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Sehmelzp. 96 
his 97% An der Luft fairbt sich das Methan bald bréiunlich. 


4,230 mg Substanz gaben 10,410 mg CO,; 3,205 mg H,0. 


3,150 mg 6 0,226 com N (20°, 709 mm). 
ON? Ber. C 67,38°/, H 8,02 °/, N 7,48, 


(2,4,7-Trimethyl-5-athyl-1,8-dicarbathoxy-3,6-dipropionsaure)- 
tripyrran (XII). 


2 2-Athoxymethyl-4-methyl-5-carbithoxy pyrrol-3-propion- 
siure und 0,6 g¢ Opsopyrrol (molares Verhaltnis 2:1) werden in 
50 eem Benzol unter Zusatz von 1—2 Tropfen 48°/jigem HBr 
2 Stunden auf dem Wasserbad gekocht; es tritt leichte Rotfairbung 
der Lésung ein. Nach dem Einengen auf 10—15 cem krystallisiert 
beim Erkalten das Tripyrran aus, das abgesaugt und mit wenig 
Alkohol-Ather gewaschen wird. Der Kérper ist schwer léslich in 
Chloroform, Petrolither, Ather, ziemlich leicht léslich in heiBem 
Alkohol und leicht in heiBem Eisessig, aus dem er am besten um- 
gukrystallisieren ist. Farblose Stabehen, die sich an der Luft 
allmiihlich rosa fairben. Schmelzp. 217°. Ausbeute 1,2 g. 
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4,040 mg Substanz gaben 9,440 mg CO,; 2,531 mg H,0. 


4,040 mg 0,265 N (18°, 717 mm). 
3,107 mg ” » 2,620mg AgJ. 
Ber. C 63,77°/, H 7,09°), N 7,20°/, 15,43°/, 
Gef.  ,, 63,73 » 7,01 os 


Titration mit NaOH, ff = 0,0225; ad 


1. 8,425 mg Substanz verbrauchen 1,38 com NaOH. 
2. 10,325 mg 1,63 com NaOH. 


Aquivalent ber. 291,6 
gef. 1. 271,3 2. 280,9 


KMhrlichsehe und Gmelinsche Reaktion negativ. Durch 
Zugabe von FeC],-Lésung wird die alkoholische Lésung intensiv 
rot und zeigt Methenspektrum; eine Probe dieser oxydierten 
Losung mit alkoholischem Zinkacetat versetzt, zeigt deutliche 
Fluorescenz. Das Tripyrran selbst, in alkoholischer Lésung mit 
alkoholischem Zinkacetat versetzt, zeigt erst im Sonnenlicht 
rotgriine Fluorescenz, analog dem Mesobilirubinogen; der ,,Uro- 
bilirubinstreifen“ ist ein breites Absorptionsband bei 500 sys. 


Verseifung zur Tetracarbonsaure. 

1 des Dicarbithoxykorpers (XII) wird in einer L6ésung von 
0.3 ¢ NaOH in 15 eem Alkohol und 15 cem Wasser 3 Stunden im 
siedenden Wasserbad erwirmt; der Alkohol wird weggedampft, 
die Lésung filtriert und die Tetracarbonsiiure als voluminoser, 
schwach braunlicher Niederschlag mit 10°/jiger HC! gefallt. Beim 
Trocknen im Exsiceator schon tritt Rotfarbung der Séure ein. 
Sie ist leicht léslich in Alkohol, Misessig, Ameisensiure, unléslich 
in Chloroform, Petrolither, Ather. Es gelang nicht, sie zur Kry- 
stallisation zu bringen. Das Rohprodukt zersetzt sich bei 140° 
unter Dunkelfarbung und Porphyrinbildung. Die HKhrlichsche 
Reaktion ist positiv. Die Bildung eines sauren Porphyrins erfolgt 
beim trockenen Erhitzen sowohl als in Losungsmitteln, besonders 
in Kisessig und Ameisensiiure; sein Spektrum deckt sich mit Kopro- 
porphyrinspektrum. 


(2,4,7-Trimethyl-3,5,6-triathyl-1,8-dicarbathoxy)-tripyrran (XIII). 


2 g 2-Athoxymethyl-3-athyl-4-methyl-5-carbiithoxypyrrol (ent- 
sprechend 2 Mol) werden mit 0,6 g Opsopyrrol (entsprechend 1 Mol) 
unter Zusatz von 2 Tropfen 48°/,iger HBr in 30 cem Benzol 
2 Stunden auf dem Wasserbad gekocht; die rot gefirbte Loésung 
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wird auf 5 ccm eingeengt und beim Abkiihlen und Reiben kry- 
stallisiert allmahlich das Tripyrran in farblosen Stibchen aus. 
Ausbeute 0,6 g. Der K6rper ist ziemlich léslich in Benzol und 
Ather, schwerer in Alkohol. Zur Analyse wurde aus Eisessig um- 
krystallisiert. Rechteckige Taéfelchen vom Schmelzp. 195°. 


4,175 mg Substanz gaben 10,770 mg CO,; 3,110 mg H,0. 


3,455 mg gz 0,265 N (18°, 706 mm). 
C,9H,,0,N; Ber. C 70,25 °/, H 8,34°/, N 8,48 °/, 
CGef. ,, 70,35 » 8,34 » 8,36 


Khrlichsche und Gmelinsche Reaktion sind negativ. 
Alkoholisches Zinkacetat gibt beim Belichten deutliche, rotgriine 
Fluorescenz mit dem ,,Urobilinstreifen bei 500 wu. Beim Liegen 
an der Luft tritt leichte Verfairbung nach Rosa ein. 


2-Chlormethyl-3-carbathoxy-4-methyl-5-oxypyrrol (XXII). 

1g 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-5-oxypyrrol (XV), in 4 cem 
absolutem Ather suspendiert, wird unter Fiskiihlung mit 0,7 ecm 
SO,CI, (entsprechend 14/, Mol) auf einmal versetzt. Das Oxy- 
pyrrol geht sofort in Lésung, wobei Gelb- bis Orangefairbung ein- 
tritt. Alsbald beginnt die Krystallisation des Chlork6érpers in 
Form von goldgelben zugespitzten Prismen, die bischelformig 
verwachsen sind. Beim laingeren Kochen mit Tierkohle in Benzol, 
Methyl- oder Athylalkohol erhalt man den Ké6rper vollstandig 
farblos. Schmelzp. 186°. Ausbeute 0,5—0,8 g, Zur Analyse wurde 
aus Benzol umkrystallisiert. 


5,089 mg Substanz gaben 9,350 mg CO,; 2,240 mg H,0. 


3,237 mg 9 » 0,186 com N (18°, 702 mm). 
3,835 mg - » 2,650 mg AgCl. 
C,H,,.0,NCI 
Ber. C 49,67°/, H_ 5,53 °/, N 6,43 °/5 Cl 16,31 °/, 
Gef. ,, 50,11 » 4,93 6,23 »» 16,51 


(4,3’,5 -Trimethyl-5-oxy-3-carbathoxy-4 -propionsaure)- 
pyrromethen (XXI) (vgl. S. 280). 

Nach der von E. Zaucker angegebenen Vorschrift fiir dic 
Darstellung des Oxymethens aus Bromkérper (XVI) und Krypto- 
pyrrolearbonsiiure gelingt hier die analoge Kondensation unter 
Verwendung des Chlorkérpers (XXII); ebenso die mit IXrypto- 
pyrrol an Stelle der Kryptopyrrolearbonsiure. Mischschmelz- 
punkte mit den entsprechenden aus dem Bromkérper erhaltenen 
Methenen gaben keine Depression. Umzukrystallisieren sind die 
Methene am besten aus Pyridin. 
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2-Trichlormethyl-3-carbathoxy-4-methyl-5-oxypyrrol (XXVII). 


Zu einer Aufschlimmung von 1 g 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy- 
5-oxypyrrol in absolutem Ather JaBt man unter Kiskiihlung 1,4 cem 
SO,Cl, (entsprechend 31/, Mol) rasch zuflieBen. Unter heftiger 
Reaktion firbt sich die Loésung voriibergehend gelb und aus der 
wieder farblos gewordenen Losung krystallisiert alsbald das 
Reaktionsprodukt in Prismen aus. Nach ?/, Stunde saugt man 
ab und krystallisiert aus Benzol um. Derbe Polyeder oder Platten 
vom Schmelzp. 117°. 


5,700 mg Substanz gaben 7,845 mg CO,; 1,615 mg H,O. 


3,770 mg - » 0,171 com N (16°, 720 mm). 
5,705 mg » 8,390 mg AgCl. 
CyH,,O,NCI, 
Ber. C 37,71°/, H 3,49°/, N 4,89°/, Cl 37,15 °/, 
Gef. ,, 37,45 » 5,08 »» 36,36 


2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-oxypyrrol (XXIII). 


30 ¢ a-Methyl-/, werden in 
30 cem absolutem Ather gelést und in die eiskochsalzgekiihlte 
Losung wird ein kriiftiger Strom von trockenem NH, 6 Stunden lang 
cingeleitet. Dann hat sich die Aminoverbindung als dicker Krystall- 
brei abgeschieden. Beim Herausnehmen des ReaktionsgefiBes aus 
dem Kiltegemisch geht das Zwischenprodukt alsbald wieder in 
Ldésung. Nun wird zur Vollziehung des Ringschlusses die aitherische 
Lésung 6 Stunden unter RickfluBkihlung gekocht, hierauf der 
Ather, zuletzt im Vakuum, vollstindig abdestilliert. Aus dem 
guriickbleibenden, schwach gelblich gefirbten krystallisiert das 
Oxypyrrol oft gleich, bisweilen erst nach 1—2tiagigem Stehen bei 
0° in farblosen Stébchen aus. Mit Khrlichs Reagens reagiert es 
erst beim Erwérmen auf dem Wasserbad unter schwacher Kirsch- 
rotfirbung. Ks ist léslich in heiBem Alkohol, Benzol, Chloroform, 
leicht in Kisessig. Zur Analyse wurde es aus Benzol umkrystalli- 
siert. Sehmelzp. 148°. Ausbeute 2,5—3 g. 


5,805 mg Substanz gaben 13,280 mg CO,; 3,605 mg H,0. 


3,390 mg ‘a ‘is 0,284 com N (20°, 720 mm). 
C,H,,O.N Ber. C 62,74°/, H 7,19°/, N 9,15°%, 
Gef. ,, 62,45 », 6,95 », 9,24 


') Fr. March, C. r. 184, 179 (1902). 
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Aus den obenerwihnten, beim Verdunsten des Athers zuriick- 
hleibenden dligen Reaktionsprodukten krystallisieren beim liingeren 
Stehien (bis 4 Wochen) noch weitere Mengen des Oxypyrrols. 


Isomere des 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-oxypyrrols. 


I. Der nach etwa 8woéchigem Stehen aus den 6ligen Mutter- 
laugen auskrystallisierte Korper ist nicht mehr identisch mit dem 
Hauptprodukt; er ist sehr schwer Iéslich in Alkohol, 1aéBt sich aber 
gut aus Hisessig umkrystallisieren. Sein Schmelzpunkt hegt dann 
bei 196°. Die verschiedenartigen Krystallformen, flache Prismen 
neben kleinen Rhomben, lassen an der Einheitlichkeit des Korpers ) 
zwelfeln. 

5,064 mg Substanz gaben 11,600 mg CO,; 3,040 mg H,O. 

3,590 mg am a 0,300 com N (18°, 718 mm). 

C.H,,0.N 62,749, H7,19% N 9,15%, 
Gef. ,, 62,47 » »» 9,26 


Il. Bei Vorversuchen zur Darstellung des Acetyloxypyrrols 
wurde in geringer Menge ein weiterer, wahrscheinlich isomerer 
Korper gewonnen. Ks wurde folgendermaBen verfahren: In eine 
Losung des Diacetylmethylpropionsiureesters in a) absolutem 
Ather, b) absolutem Alkohol, ¢) absolutem Xylol wird unter His- 
kiihlung trockenes NH, bis zur Sattigung eingeleitet. Beim Stehen 
und Reiben krystallisiert nach 2—8 'l'agen ein farbloser Koérper 
vom Schmelzp. 173° in sehr schlechter Ausbeute. Mehrstiindiges 
Kochen in Xylol veriéndert den Korper nicht; er wird auch erhalten 
durch Erhitzen der NH,-gesittigten alkoholischen Lésung im 
zugeschmolzenen Rohr auf 110°. Mit Ehrlichs Reagens gibt der 
erst beim Erwirmen auf dem Wasserbad kirschrote ar- 
bung. Zur Analyse aus Alkohol umkrystallisiert. 


1. 4,605 mg Substanz gaben 10,630 mg CO,; 2,590 mg H,O. 


2. 5,160 mg a » 12,165 mg CO,; 3,075 mg H,0. 
2,775 mg ‘s ‘ 0,245 com N (19°, 706 mm). 
C,H, ,O.N Ber. C 62,74°/, H 7,19°%/, N 9,15°/, 
Gef. 1. ,, 62,96 »» 6,29 »» 9,43 
2. ,, 63,62 6,60 


2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-acetoxy-pyrrol. 
0,2 ¢ Oxypyrrol werden in 1 com Essigsdéureanhydrid auf dem 
Wasserbad gelést. Bei Zugabe einer Spur konz. H,SO, tritt Rot- 
braunfiirbung cin; man erwérmt nun 2—-3 Minuten auf dem Wasser- 
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bad, worauf schon in der Wiirme die Abscheidung des Acety]- 
derivats beginnt. Briunliche, derbe Prismen, l6slich in heiBem 
Kisessig und in ziemlich viel heiBem Methylalkohol. Beim mehr- 
maligen Umbkrystallisieren mit Tierkohle ist der Korper farblos 
zu erhalten. Schmelzp. 202—203°. 


4,190 mg Substanz gaben 9,450 mg CO,; 2500 mg H,O. 


3,995 mg - » 0,265 com N (16°, 719 mm). 
Gef. ,, 61,52 6,68 


2-Trichlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-oxypyrrol (XXV). 


Zu 1g 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-oxypyrrol, in 5 ccm abso- 
lutem Ather aufgeschlimmt, lé8t man unter Hiskithlung 1,6 cem 
SO,Cl, (entsprechend 3 Mol) flieBen. Das Pyrrol geht in Lésung, 
jedoch krystallisiert sofort der Chlorkérper in farblosen Prismen 
aus; man saugt nach !/, Stunde ab und krystallisiert aus Benzol 
um. Prismatische Nadeln, ziemlich léslich in Alkohol, wenig in 
Ather. Schmelzp. 152°. Ausbeute 0,6 g. 


5,700 mg Substanz gaben 7,900 mg CO,; 1,710 mg H,0. 
3,695 mg oa - 0,180 com N (16°, 718 mm). 
6,885 mg ” » 11,47 mg AgCl. 

C,H,O,NCI, 
Ber. 37,48°/, H 3,13°/, N 5,42°/, Cl 41,49°), 
Gef. — ,, 37,80 3,36 »» 0,44 41,21 


(XXVI). 


1g «cetyliertes Oxypyrrol in 3—4 absolutem Ather 
werden unter Kiskiihlung mit 1,4 com SO,Cl, (entsprechend 8 Mol) 
versetzt, wobei das Pyrrol in Lésung geht. Beim Reiben krystalli- 
siert ein Teil des Chlorkérpers aus, den Rest erhélt man, wenn man 
den Ather verdunstet und den 6ligen Rickstand mit Methanol 
verreibt. Krystallisiert aus Benzol in farblosen rautenformigen 
Blaittchen vom Schmelzp. 151—152°. Ausbeute 0,3—0,4 v. 


4,844 mg Substanz gaben 5,140 mg CO,; 1,140 mg H,0. 


4,935 mg 0,209 com N (16°, 718 mm). 
7,076 mg ‘a » 13,63 mg AgCl. 
C,H,0,NCI, 


Ber. C 33,01°, H 2.41%, N4,81%, Cl 48,77%, 
Gef. 33,05 2,63 4,73 47,66 
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Verhalten von Trichlorkorper XXVII gegen verd. Natronlauge. 


Das 
sich in 10°/jiger NaOH glatt auf; alsbald erfolgt jedoch die Ab- 
scheidung einer in gliinzenden Blattchen krystallisierten Na-Ver- 
bindung. Diese wird abgesaugt und in Wasser gelést; beim An- 
siuern fallt ein in farblosen Nadeln krystallisierter Korper aus, 
dessen Schmelzpunkt bei 185° liegt und der mit dem Ausgangs- 
material eine deuthche Mischschmelzpunktsdepression gibt. Zur 
Analyse wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 


4,790 mg Substanz gaben 7,610 mg CO,; 1,590 mg H,0. 


3,670 my " » 0,192 cem N (21°, 722 mm). 
6,365 mg " » 7,26 mg AgCl. 
C,H,O,NCI, 
Ber. C 43,22°/, H 3,60°), N 5,61°/, Cl 28,36 °/, 


Verhalten von Trichlorkorper XXV gegen verd. Natronlauge. 


wird in 10°/)- 
iver NaOH gelést; die darauf sich ausscheidende Na-Ver- 
bhindung stellt stark irisierende Blattchen dar, ist in Wasser leicht 
loshich und beim Ansiuern fallt der um 1 HCl aérmere Chlorkérper 
in prismatischen Nadeln krystallisiert aus. Der Schmelzpunkt 
des Dichlorkérpers hegt bei 141°, Mischschmelzpunkt mit dem 
Ausgangsmaterial bei 115°. Zur Analyse aus Alkohol—Wasser wn- 
krystallisiert. 

4,470 mg Substanz gaben 7,060 mg CO,; 1,350 mg H,0O. 


2,870 mg ” » 0,159 com N (16°, 716 mm). 
C,H,O,NCI, Ber. C 43,65°/, H 3,18°/, N 6,37°/, 
Gef. ,, 43,68 343 6,18 


Umsetzung des Chlorkorpers XXII mit Anilin. 
» 


werden 
in der 6fachen Menge frisch destilliiertem Anilin 2 Stunden auf 
dem Wasserbad erwirmt. Beim Erkalten erstarrt alles zu eimem 
Krystallbrei von gelben Nadeln, die mit verdiinnter HCl ge- 
waschen werden. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Benzol 
ist die Beilsteinsche Reaktion negativ; aus Methyl- oder Athyl- 
alkohol krystallisiert der gelbe Korper in derben gelbbraunen 
Prismen mit prichtigem griinvioletten Oberfliichenglanz. Schmelz- 
punkt 241° Zur Analyse aus Alkohol umkrystallisiert. Die 
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Analysenwerte stimmen nicht auf die Amilinomethylverbindung, 
wohl aber auf ein um 2 H-Atome drmeres Produkt, walhrschein- 
lich die Schiffsche Base. 


4,088 mg Substanz gaben 9,925 mg CO,; 2,180 mg H,O. 


3,700 mg » 0,353 com N (21°, 715 mm). 
4,333 mg ‘0 » 93,815 mg AgJ. 
Ber. C 65,65°/, H 6,62°/, N 10,22°/, 16,46°/, 
CisHgN203 
Ber. C 66,15°/, H 5,93 °/, 10,30°), 16,53 °/, 
Gef. ,, 66,20 »» 9,97 »» 10,42 16,88 


Umsetzung des Trichlorkorpers XXVII mit Anilin. 

1 ¢ wird 
mit 6@ Anilin 45 Minuten im Wasserbad erwiirmt. Beim = Ab- 
kithlen erhalt man eine Krystallmasse, die abgesaugt, mit Wasser 
und Alkoholither gewaschen und aus Alkohol umkrystallisiert 
wird. Man erhalt so leuchtend orangerote Nadelbiisechel des 
Anilids vom Schmelzp. 227° Der Korper ist halogenfrei; er lost 
sich in 10°/,iger HC] und fallt ber Neutralisieren wieder unver- 
indert aus. 


4,299 mg Substanz gaben 10,960 mg CO,; 2,430 mg H,O. 


3,150 mg 0,334 com N (21°, 722 mm). 
C,,H,,0,N; Ber. C 69,42°/, H 5,79°%/, N 11,57°/, 
Gef. ,, 69,53 Gee 


Die Lésung von 1g Oxymethen in 10°/,iger NaOH 
wird 3 Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Die anfinglich 
dunkle, rotgrune Lésung des carbithoxylerten Methens hat sich 
nach einem intensiven Orangerot aufgehellt. Nach dem Ab- 
kiihlen wird mit verdiinnter HCI] gefillt und der rote, flockige 
Niederschlag aus Pyridin umkrystallisiert. Tiefrote Nadeln vom 
Schmelzp. 2949 unter Zersetzung. 

4,290 mg Substanz gaben 9,480 mg CO,; 3,125 mg H,0. 

Ber. 60,38°/, 5,66°/, 


Gef, »5 60,27 


(4,3',5'-Trimethyl-4 '-athyl-5-oxy-3-carboxy)-pyrromethen. 


0,5¢ Oxymethen (XVIII) werden mit 20 cem verdiinnter 
NaOH und 5 ecem Alkohol 1 Stunde auf dem Wasserbad erwirmt ; 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVIL. 18 
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von wenig ungelosten Flocken wird abfiltriert und mit verdiinnter 
HC] angesiuert. Die erhaltene Methencarbonsiure krystallisiert 
wus Pyridin in wetzsteinformigen Krystallen von tiefroter Farbe 
und grinem Oberflichenglanz. Schmelzp. 296° unter Zersetzung. 


4,745 mg Substanz gaben 11,395 mg CO,; 2,800 mg H,O. 


3,295 mg 0,305 com N (17°, 706 mm). 
Ber. C 65,69 °/, H 6,57°/, N 10,22°/, 
Gef. ,, 65,50 ., 6,60 10,23 


(4,3'-Dimethyl-3-carbathoxy-5-oxy-4 -propionsauremethylester)- 
pyrromethen (XXVIII). 


0,8¢ Chlorkérper (XXII) und 0,6 g Opsopyrrolearbonséure 
werden in 50 cem absolutem Methylalkohol 1/, Stunde gekocht. 
Die Lésung hat sich dunkelrot gefarbt und nach dem Einengen | 
auf halbes Volumen und Erkalten scheidet sich der Methenester 
in dunkelgefairbten Nadeln aus. Ausbeute 0,2 g. Er léBt sich aus 
Pyridin, viel Methylalkohel, ain besten aus Chloroform—Petrol- 
iither umkrystallisieren; orangegelbe prismatische Nadeln; Schmelz- 
punkt 198°.) Ehrlichsche Reaktion negativ. 


5,198 mg Substanz gaben 11,895 mg CO,; 3,075 mg H,O. 


3,930 mg 0,294 com N (19°, 716 mm). 
C Ber. 62,39°/, H 6,419, N 8,09°/, 
Gef. ,, 62,41 », 8,24 


(4,3'-Dimethyl-3-carbathoxy-5-oxy-4 -propionsaureathylester)- 
pyrromethen (XXVIII |S. 250}). 

1,7 ¢ Bromkérper (XVI) oder die &quivalente Menge von 
Chlorkérper (XXII) werden mit 1 ¢ Opsopyrrolearbonsiure in 
S0cem absolutem Athylalkohol 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. 
Der Methenester wird, wie oben beschrieben, isoliert. Ausbeute 
0.5—0,7 ¢. Zur Analyse aus Chloroform—Petrolither umkrystalli- 
siert. Orangefarbene Nadeln vom Sehmelzp. 159°. 


4,521 mg Substanz gaben 10,480 mg CO,; 2,725 mg H,O. 


3,560 my 0,255 com N (19°, 715 mm). 
C,9H,0;Ne Ber. C 63,30°/, H 6,72°/, N 7,77°%/, 
Gef. ,, 63,22 iy 


| Di-(4,3 -propionsdureathylester)-pyrro- 
methen|-methan (XXIX). 

0,1 ¢ Oxymethenester (XXVIII) wird im Reagenzglas mit 

Q.leem Formalin gut verrieben; dann setzt man 0,1 cem konz. 
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HCl zu und reibt wieder gut durch; es tritt dabei leichte Verfiirbung 
nach schmutzig Violett ein, jedoch sind unter dem Mikroskop 
noch die unveriinderten Nadeln des Ausgangsmaterials zu beob- 
achten. Die Kondensation tritt aber augenblicklich ein beim 
Erwarmen auf dem Wasserbad; man halt nicht linger als 1 Minute 
auf Wasserbadtemperatur und nimmt dann das dunkelviolette 
Gemisch mit Alkohol auf. Das Reaktionsprodukt bleibt als roter, 
feinflockiger Niederschlag zuriick, wird abgesaugt und aus 
Pyridin-Athylalkohol umkrystallisiert; zinnoberrote, vierseitige 
Krystallchen vom Schmelzp. 244°. 


5,348 mg Substanz gaben 12,500 mg CO,; 3,210 mg H,0O. 


4,635 mg 0,314 com N (19°, 706 mm). 
3,663 mg 4,745 me AgJ. 
Ber. C 63,91°/, H 6,60° , N 7,65 °/, 24,589), 


Ehrlichsche Reaktion negativ; positiv dagegen die Gme- 
linsche Reaktion; diese zeigt dasselbe Farbenspiel wie beim 
Mesobilirubin, die Spektralerscheinungen in den einzelnen Phasen 
sind davon verschieden und stellen sich etwa folgendermaBen dar: 


Phase Spektrum 
Grin I. 610; Il. 590; 520 
Blau 1610... 11590; TIE. 520 
Violett I. 610 11. 590; TIL. 520 
Rot ...: III. 520 
Gelb — — 
Bemerkung. Die relative Intensitét der Banden ist durch Unter- 
streichung der Wellenlangenzahlen angedeutet. ... Beschattung setzt 


sich fort. 


| Di-(4,3’-dimethyl-3-carbathoxy-5-oxy-4 -propionsaureathylester)-pyrro- 
methen!-phenyl-methan (XXX). 


0,1g Oxymethenester (XXVIII [$.274]) wird mit 0,1 cem Benz- 
aldehyd und 2 Tropfen 25°/jiger HCl im Reagenzglas gut ver- 
rieben. Die Kondensation tritt unter Selbsterwirmung und Violett- 
firbung ein; das anfanglich 6lige Gemisch wird allmihlich zu 
zihen Schmieren. Diese werden mit Methylalkohol verrieben, 
wobei das Kondensationsprodukt in Form kleiner roter Krystall- 
chen erscheint. Man saugt ab und krystallisiert aus viel Alkohol 
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oder aus Chloroform-Petrolither um; aus ersterem Losungsmittel i 
krystallisiert es in kurzen Stabehen, aus letzterem in schénen 
Rhomben, ist von leuchtend zinnoberroter Farbe und schmilzt 
ber 184°. 


5,082 mg Substanz gaben 12,470 mg CO,; 2,985 mg H,0. 


: 4,335 my is a 0,247 com N (19°, 727 mm). 
C,.H,,0, N, Ber. C 66,80°/, H 6,48°/) N 6,93 °/, 
Cef.  ,, 66,92 » 


Die Gmelinsche Reaktion ist positiv. werden nach- 
emander die Farben grin, blau, violett, rot, bis zur gelben End- 
stufe durehlaufen. Die dabei auftretenden charakteristischen 
Spektralerschemungen sind bei roher Angabe der Lage der Ab- 
sorptionsbiinder folgende: 


Phase | Spektrum | 
Ciriin I. 650; If. 540 

Blau I. 650 .... 585; II. 540 

Rot I. 650; 


Bemerkung. Die relative Intensitat der Banden ist durch Unter- 
streichung der Wellenlingenzahlen angedeutet. 


Reaktion von Chlormethylather mit «-freien Pyrrolen. 
a Kryptopyrrol. 


Kkryptopyrrol (entsprechend 2 Mol) und 1 g Chlormethyl- 
iither (entsprechend Mol) werden, in absolutem Benzol gelost, 
bei gewohnlicher Temperatur sich selbst tiberlassen. Nach 3tagigem 
Stehen hat sich das Chlorhydrat des Kryptopyrrolmethens in 
eroBen Krystallen vom Schmelzp. 235° ausgeschieden. Ausbeute 
26. Die freie Methenbase vom Schmelzp. 153° ergab mit auf 
anderem erhaltenem Methen keine Schmelzpunktsdepression. 
Die Kondensation verliuft in siedendem Benzol genau so wie 

in der Kiilte. Sie ist nach !/,sttindigem MKochen beendet. 


2. 2,4-Dimethylpyvrrol. 


1 ¢ 2.4-Dimethylpyrrol und 0,4 ¢ Chlormethylather werden in 
absolutem Benzol stehen gelassen; nach mehreren Tagen hat sich 


| 
| 


Synthese der Bilirubin- u. XNanthobilirubinsaure u. ihrer Isomeren usw. 277 


ein deutlich krystallisierter Korper abgesetzt, aus dessen alkoho- 
lischer Lésung mit Hilfe von NH, die freie Base des Methens vom 
2.4-Dimethylpyrrol gewonnen wurde. Die Identifizierung er- 
folate durch Sehmelzp. (117°) und Mischschmelzpunkt. 


8. Pyrrol. 

Aquimolekulare Mengen von frisch destilliertem Pyrrol und 
Chlormethylather, beide Komponenten absolut atherischer 
Losung, reagieren, je nach ihrer Konzentration, mehr oder weniger 
heftig unter HCl-Entwicklung und Ausscheidung von salzsaurem 
Tripyrrol. Porphyrinbildung konnte spektroskopisch nicht beob- 
achtet werden, auch meht bei Anwendung von Oxydationsmitteln 
wie Kahumbichromat oder H,0O,. 


4. Opsopyrrol. 


Zu 2 ¢ Opsopyrrol in benzolischer Losung werden 1,3 g¢ Chlor- 
methylither gegeben. Die Loésung firbt sich beim Stehen_ rot- 
violett; am niichsten Tage wird mit Ather verdiinnt und mit 
10°/,iger HCI] ausgesehiittelt. Die Salzsiiure zeigt saures Porphy- 
rinspektrum. Das Spektrum in Ather erweist sich als identisch 
mit Atioporphyrinspektrum. Das gebildete Atioporphyrin wird 
durch Hin- und Hertreiben zwischen HCl und Ather gereinict 
und sehlieBlich aus Ather zur Krystallisation gebracht. Aus- 
heute 0,14 g. 

Die Reaktion eignet sich zum Nachweis sehr geringer Mengen 
von Opsopyrrol; Zusatz von emer Spur HC] erhoht die Empfind- 
lichkeit der Reaktion. 


5. Opsopyrrolcarbonsiure. 


1g Opsopyrrolearbonsiure wird mit 0,6 ¢ Chlormethylather 
24 Stunden in absolutem Alkohol stehen gelassen. Das gebildete 
Koproporphyrin wird in der iiblichen Weise gereinigt und durch 
Kochen mit 5°/jiger methylalkoholischer HCl verestert. Der 
Schmelzpunkt des Estergemisches lag bei 205°, bei einem anderen 
Versuch bei 195° Ausbeute 80mg Koproester. Durch Uber- 
cinanderprojizieren der Spektren dieses und auf anderem Wege 
erhaltenen Koproesters wurde Identitit der Spektren festgestellt. 
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2-Brommethyl-3-carbathoxy-4-methyl-5-oxypyrrol (XVI). 

(Diese und die folgenden Versuche hat Herr E. Zaucker durchgefiihrt. 
Vel. dessen Dissertation Miinchen, Technische Hochschule, 1928.) 

Das Oxypyrrol XVI wird kalt in Chloroform gelést und pro 
| g Pyrrol 1,8 cem 50°/jige Bromlésung in Chloroform zugegeben 
unter guter Kiskihlung, kurze Zeit stehen lassen und dann das 
Chloroform abgedunstet. Nach laingerem Stehen  krystallisiert 
man den in einer ziihen Schmiere krystallisierten Bromkorper 
schnell aus Methylalkohol um, eventuell unter Zusatz von Blut- 
kohle. Bromierung in Pyridin ist auf die Ausbeute ohne Einflub. 
Zersetzungspunkt rein 169°, 


3,397 mg Substanz gaben 5,174 mg CO,; 1,195 mg H,O. 
5,815 mg CO,; 1,440 mg H,0. 


3,798 mg 
6,582 my = » 0,821 cem N (16°, 716 mm). 
0.2424 0,1744¢ AgBr. 
Br 
Ber. C 41,22°/, H 4,62°/, N 5,34°/, Br 30,509), 
Gef. ,, 41,54 3,94 5» 30,62 
», 41,76 » 4,24 


Bromierung mit BromiiberschuB. 

Das Oxypyrrol XV wird in modglichst wenig Chloroform 
gelést und unter leichter Kiihlung mit 4 Mol = 7,2 cem 
50°/,iger Bromlésung in Chloroform versetzt. Nach Abdunsten 
des Chloroforms wird der teilweise krystallisierte Rickstand 
schnell aus Misessig, eventuell mit nachherigem 20°/jigem Wasser- 
zusatz in der Kialte, umkrystallisiert. Analysenrein aus Chloro- 
form-Ligroin. Schmelzp. 146°. 


4,222 mg Substanz gaben 4,705 mg CO,; 1,265 mg H,0. 
0,226 com N (17°, 722 mm). 


5,799 mg ‘is 
00,2290 »  0,2466 ¢ AgBr. 
C.H,NO,Br, 
Ber. C 29,37°/, N 4,28°9/, Br 48,96 °/, 
NO;Br, 
Ber. C 31,67°/, 327°), N 4,11°, Br 46,89°/, 
Gef. ,, 30,39 » 4,00 45,82 


Methene aus Korper XVI. 
(3-Carbathoxy-4-methyl-5-oxypyrryl)-(2,4-dimethyl-3- 
carbithoxypvrryl)-methen (XVII). 


Man kocht Koérper XVI mit einem Uberschu8 von 2,4-Di- 
methyl-3-carbathoxypyrrol ungefahr Stunde und filtriert nach 
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Erkalten das gebildete orangefarbene Methen ab. Umkrystalli- 
sieren aus Benzol oder durch Fallen der Losung in Chloroform 
mit Methylalkohol. Schmelzpunkt rein 266°. 


5,051 mg Substanz gaben 11,535 mg CO,, 2,980 mg H,O. 


3,944 mg - ie 0,298 com N (20°, 724 mm). 
gHogN.O; Ser. C 62,409), H 6,42 °/, N 8,09 9/, 
Gef. ,, 62,28 6,60 


aithylpyrryl)-methen (XVIID. 

Wie voranstehend aus XVI mit iiberschiissigem Krypto- 
pyrrol in Methylalkohol. Nach Umkrystallisieren aus Eisessig 
whzarinéhnliche Nadeln vom Schmelzp. 250°. 

4,047 mg Substanz gaben 10,040 mg CO,; 2,725 mg H,0. 


2,884 mg 0,247 cem N (20°, 718 mm). 
Ber. C 67,50°/, H 7,35°/, N 9,27 °/, 
Gef.  ,, 67,66 » 9,43 


pyrrvl)-methen (XIX). 
Darstellung wie voranstehend, statt Kryptopyrrol wird 
2.4-Dimethylpyrrol zugesetzt. Umkrystallisieren aus Eisessig 
oder viel Benzol. Ziegelrote Nadeln vom Schmelzp. 264°. 


4,880 mg Substanz gaben 11,665 mg CO,; 2,925 mg H,0. 


3,320 mg we ss 0,313 com N (20°, 718 mm). 
C,H, .N,O, Ber. C 65,66°, H 6,62°/, N 10,21 °/, 
Gef.,, 65,19 6,71 10,38 


Fir Methan C,;H,)N,O, dagegen: Ber. H 7,43°/¢. 


acetylpyrryl)-methen (XX). 

Die Kondensation mit 2,4-Dimethyl-8-acetylpyrrol geht be- 
deutend schwerer, erfolet aber glatt bei 1—2tigigem Erwirmen 
der beiden Komponenten in Athylalkohol im Wasserbad auf 60°. 
Nach Umkrystallisieren aus Eisessig orangefarbene diinne Nadeln 
vom Schmelzp. 286°, 


3,827 mg Substanz gaben 9,115 mg CO,; 2,285 mg H,0O. 


3,752 mg - » 90,3817 com N (16°, 707 mm). 
Ber. C 64,52 °/, H 6,38°/, N 8,86 °/, 


Gef.  ,, 64,96 6,68 931 
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(ANI). 

043 ¢ WKorper wurden mit 0,5 ¢ = 3,6 Mol Krypto- 
pyrrolearbonsiure in 10cem Methylalkohol gekocht, sich 
nichts mehr ausschied (12 Minuten). Nach Erkalten, Abfiltrieren 
und Waschen mit Methylalkohol woe die trockene Rohausbeute 
O51 ¢ = 90°) der Theorie an Methen bezogen auf Bromkorper XVI. 
Nach Umkrystallisieren aus Amylalkohol oder viel Alkohol schar- 
lachrote Nadeln vom Schmelzp. 286°. 


4,142 my Substanz gaben 9,580 mg CO,; 2,580 mg H,O. 


3,580 my 0,267 com N (18°, 711 mm). 
C,,H..N,0. Ber. C 62,40°), H 642°), N 8,09°/, 


Beim Umkrystallisieren aus Eisessig erhilt man das Acetylderivat vom 
Schmelzp. 241°. 


4,267 mg Substanz gaben 9,605 mg CO,; 2,555 mg H,O. 

3,475 meg »  0,2274 N (20°, 719 mm). 

C,,>H.,N2O~4 Ber. C 61,82°/, H 6,24°/, N 7,22°/ 
Gef. ,, 61,39 » | 


Der CH-Wert stimmt jedoch weit besser auf die Methanformel: 


Cap Hag N20, Ber. C 61,51°%, H 6,72°/, N 7,18°/,. 


Bildung von Porphyrin aus XNI. 

Korper NXI wurde mit Bromwasserstoff—Eisessig 10 Stunden 
auf 145° erhitzt und auf Porphyrin wie gewohnlich verarbeitet. 
Die geringen Mengen des Porphyrins gingen glatt in 5°/, HCl und 
gaben in Ather folgendes Spektrum: 


nach Lindner 
624,2—621,0 622,58 624,3—619,1 621,7 
schw. Schatten um 610,8 610,8 
597 ,6—593,9 595,7 
schw. Streiten 569,0 580,2—573,4 576,8 
566,S—566,2 569,0—564,6 566,58 
— schw. Schatten um 557,7 557 ,7 
528,0—524,0 526,0 532,5—519,4 525,9 
5O0,5—490,0 495,2 508 ,0—480, 1 494,1 
— k.-Abs. ab 440 — 
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